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Resumen 
El carcinoma basocelular (CBC) es el cáncer cutáneo con mayor incidencia a nivel 
mundial; aparece en zonas fotoexpuestas y es altamente mutilante. Uno de sus 
tratamientos aprobados es la terapia fotodinámica (TFD), tras la cual pueden aparecer 
recidivas. El objetivo de este trabajo fue estudiar los mecanismos responsables de las 
mismas. Para evaluar posibles mecanismos intrínsecos se emplearon 3 líneas de CBC 
murino (P) heterocigotas para el gen ptch: ASZ, BSZ y CSZ. La línea ASZ expresa el gen 
p53 mientras que BSZ y CSZ carecen del mismo. A partir de las P se generaron células 
resistentes a 10 ciclos de TFD-MAL (10ªG) y, tras la inoculación de ambas en ratones 
inmunosuprimidos, se aislaron las P T y 10ªG T. Las 10ªG presentaron mayor capacidad 
tumorigénica que las P. El fotosensibilizador protoporfirina IX (PpIX) se localizó en la 
membrana en todas las líneas, y en ASZ y BSZ P se observó también en el núcleo; CSZ 
P produjo una mayor cantidad de PpIX que su 10ªG. Todas las poblaciones 10ªG y 10ªG 
T presentaban una morfología más fusiforme y una mayor presencia de células madre del 
cáncer (CMCs). Además, la evaluación de proteínas de progresión tumoral apuntó hacia 
la adquisición de características de transición epitelio-mesénquima (TEM) y la alteración 
de la ruta Wnt/β-cat dependientes de p53: ASZ mostró una mayor expresión de N-
cadherina y de Gsk3β (quinasa represora de la ruta), mientras que en BSZ y CSZ 
disminuía la expresión de las proteínas de adhesión (E-cadherina y β-catenina) y de 
Gsk3β. Como factor extrínseco potencialmente implicado en resistencia a TFD, se 
aislaron y caracterizaron fibroblastos procedentes del estroma tumoral de biopsias de 
pacientes con CBC (superficiales, nodulares e invasivos). Éstos presentaron ciertas 
características de fibroblastos asociados a cáncer (CAFs), como una menor expresión de 
Vinculina y Endoglina, y, aunque variable, mayor de α-SMA, MMP-1 y MMP-9. Los 
fibroblastos de CBCs superficiales y nodulares presentaron niveles superiores de 
especies reactivas de oxígeno, por lo que se evaluó la expresión de un panel de genes 
relacionados con estrés oxidativo, destacándose la alteración de Hemooxigenasa-1, 
Uncoupling Protein 2 y genes de la síntesis de GSH. Finalmente, para valorar el papel 
potencial de los CAFs en la respuesta a TFD se realizaron co-cultivos de la línea CSZ con 
medio condicionado con fibroblastos control (MC) y con CAFs de CBC invasivo (MI). El 
MI no afectó a la respuesta a TFD de CSZ, pero inhibió la proliferación de P; mientras que 
el MC indujo resistencia en P y 10ªG.  
En conclusión, la resistencia a TFD-MAL en CBC se relaciona con la 
localización/producción de PpIX, la mayor presencia de CMCs, la activación/represión de 
la ruta Wnt/β-cat y la TEM -dependientes de p53-. Los CAFs no parecen condicionar la 
respuesta negativa a TFD en CBCs. 
Summary 
Basal cell carcinoma (BCC) is the most prevalent skin cancer worldwide; appears in 
photoexposed areas and it is highly mutilating. One of its approved treatments is the 
photodynamic therapy (PDT), after which relapses may appear. Due to the scarce amount 
of research, the objective of this work was to study the mechanisms responsible for them. 
For the evaluation of possible intrinsic mechanisms 3 lines from murine BCCs (P) 
heterozygous for the gene ptch were used. The ASZ line expressed p53 while BSZ and 
CSZ did not. From P cells, resistant to 10 cycles of PDT-MAL cells were generated (10ªG), 
and after its inoculation in immunosuppressed mice P T and 10ªG T were isolated. 10ªG 
presented higher tumorigenic capacity. The photosensitizer protoporphyrin IX (PpIX) was 
located on the membrane of all lines, and also in the nucleus of ASZ and BSZ P; CSZ P 
produced more PpIX than its 10ªG. All the 10ªG and 10ªG T populations showed fusiform 
morphology and a higher presence of cancer stem cells (CSCs). Furthermore, the 
evaluation of tumour progression proteins pointed to the acquisition of epidermal-to-
mesenchymal transition (EMT) and the alteration of Wnt/β-catenin pathway dependents 
on p53 expression: ASZ showed a higher expression of N-cadherin and Gsk3β (repressor 
kinase of the pathway), while in BSZ and CSZ adhesion proteins (E-cadherin and β-
catenin) and Gsk3β expression was decreased. As extrinsic factor potentially implicated 
in PDT, fibroblasts from tumor stroma of biopsies of patients with BCC (superficial, nodular 
and invasive) were isolated and characterized. They presented some characteristics of 
cancer associated fibroblasts (CAFs), like a lower expression of Vinculin and Endoglin, 
and although variable, higher expression of α-SMA, MMP-1 y MMP-9. Superficial and 
nodular BCCs fibroblasts had superior levels of reactive oxygen species, because of this, 
the expression of a panel of oxidative stress related genes was evaluated, highlighting the 
alteration of Hemeoxiganase-1, Uncoupling Protein 2 and GSH synthesis proteins. Finally, 
to evaluate the potential role of CAFs in the response to PDT, co-cultures of the CSZ line 
were made with conditioned medium of control fibroblasts (CM) and with BCC invasive 
CAFs (IM). The IM did not affect the response to PDT in CSZ, but inhibited proliferation in 
P; while CM induced resistance in P and 10ªG.  
In conclusion, BCC resistance to PDT-MAL is related to PpIX 
localization/production, higher presence of CSCs, Wnt/β-cat activation/repression and 
EMT -p53 dependents-. Apparently, CAFs do not seem to determine the negative 
response to PDT in BCCs. 
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Introducción
 
1 Introducción 
1.1. La piel 
La piel es el órgano más extenso del cuerpo humano (1,5‐2 m2) y posee diversas 
funciones: protectora, perceptiva y reguladora, entre otras. Se estructura en tres capas: 
epidermis, dermis e hipodermis. Además, presenta una serie de anejos asociados como 
son los folículos pilosos, las glándulas sebáceas y las glándulas sudoríparas (Gilaberte et 
al., 2016) 
La capa más superficial, la epidermis, es un epitelio estratificado queratinizado 
compuesto principalmente por queratinocitos (Fig. 1). Esta capa actúa de barrera contra 
agentes químicos y físicos, y patógenos; además, previene de la deshidratación. La 
epidermis se subdivide en diferentes estratos de acuerdo al estado de diferenciación de 
sus queratinocitos: basal o germinativo, espinoso, granuloso y córneo. Además de los 
queratinocitos, en esta capa se encuentran los melanocitos -implicados en la 
pigmentación-, las células de Merkel -relacionadas con la percepción sensorial- y las 
células de Langerhans -que forman parte del sistema inmune, son presentadoras de 
antígeno y suelen situarse en la capas suprabasales-. La epidermis experimenta un 
proceso constante de renovación durante el cual los queratinocitos proliferan en el estrato 
basal y avanzan hacia capas más superficiales a medida que se diferencian (Fuchs, 
2016).  
La epidermis se ancla a la dermis a través de una membrana basal. La dermis es 
una capa fina de tejido conectivo cuyo elemento celular principal es el fibroblasto. Estas 
células son responsables de la producción de colágeno y elastina que, en combinación 
con elementos no fibrosos, forman la matriz extracelular (MEC), la cual aporta elasticidad 
Fig. 1 Estructura de la piel. (A) La piel se compone de epidermis, dermis e hipodermis, y posee una serie de anejos asociados, 
como son los folículos pilosos, las glándulas sebáceas y las glándulas sudoríparas (Modificada de 
http://emobiola.com/guia/guia/Piel.html). (B) La epidermis está formada mayoritariamente por queratinocitos organizados en 
un epitelio estratificado queratinizado, el cual se subdivide en estrato córneo, granuloso, espinoso y germinativo o basal. La 
epidermis se ancla a la dermis a través de la membrana basal. 
Estrato basal  
Estrato espinoso 
Estrato córneo 
Estrato granuloso 
Membrana basal 
Dermis Glándula sudorípara Glándula sebácea 
Folículo piloso 
Epidermis 
Dermis 
Hipodermis 
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y resistencia mecánica a la piel. Además de los fibroblastos, en la dermis podemos 
encontrar otros tipos celulares como son: los mastocitos -con gránulos de heparina e 
histamina-, los linfocitos -productores de anticuerpos-, y los macrófagos -células 
presentadoras de antígeno y con capacidad fagocítica-. En esta capa se encuentran los 
vasos sanguíneos. Por último, subyacente a la dermis, se localiza la hipodermis, que se 
compone principalmente de células adiposas que evitan la pérdida de calor. La hipodermis 
actúa de nexo entre la dermis y el resto de órganos corporales (Gilaberte et al., 2016). 
La piel, al estar en contacto con el ambiente, es susceptible de sufrir modificaciones 
por factores externos físicos, químicos o biológicos, destacando entre ellos la radiación 
ultravioleta (UV) procedente de la luz solar, que es la principal responsable del 
fotoenvejecimiento, de la hipo e hiperpigmentación y del cáncer cutáneo. 
1.2. Cáncer cutáneo no melanoma 
Según la American Cancer Society, el cáncer de piel es el tipo de cáncer más común 
a nivel mundial. Su alta incidencia se ha incrementado en los últimos 25 años en la 
población caucásica. El cáncer cutáneo puede clasificarse en dos tipos principales según 
su origen celular: el melanoma, que se desarrolla a partir de los melanocitos, y el cáncer 
cutáneo no melanoma (CCNM), que se origina a partir de los queratinocitos. A pesar de 
que el CCNM es el más frecuente, el melanoma es el más agresivo, siendo responsable 
del 1-2 % de las muertes por cáncer. Los casos de CCNM aumentan un 3-10 % cada año, 
incidiendo de forma especial en población caucásica de piel clara y que vive en regiones 
de alta exposición a la radiación UV. En este sentido, es destacable Australia, donde el 1-
2 % de la población desarrolla un CCNM cada año (Patel et al., 2011; Welsh et al., 2011; 
Lomas et al., 2012; Gordon, 2013; Qadir, 2016; Seebode et al., 2016; Apalla et al., 2017).  
Los dos tipos de CCNM más comunes son el carcinoma escamoso (CE) y el 
carcinoma basocelular (CBC), cuyos orígenes son aún discutidos (Fig. 2). Se cree que el 
CE proviene de la proliferación descontrolada de queratinocitos del estrato espinoso de 
la epidermis y su estadio temprano es la queratosis actínica (QA). En cuanto al CBC, se 
considera una neoplasia cutánea que se desarrolla a partir de células madre (CM) de la 
capa basal de la epidermis o del epitelio folicular (Youssef et al., 2010; Sellheyer, 2011; 
Wang et al., 2011; Singh et al., 2012; Grazzini y De Giorgi, 2015). 
1.2.1. Carcinoma basocelular 
El CBC, cuyo tratamiento es el objeto de esta tesis, es el tumor maligno más 
frecuente en el ser humano, representando el 80 % de los cánceres diagnosticados. Se 
trata de tumores de crecimiento lento y, dado que su principal agente carcinógeno es la 
radicación UV, en un 85 % de los casos aparecen en zonas fotoexpuestas, como la cara, 
A
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el cuello y el dorso de las manos. Su tasa de mortalidad es muy baja y rara vez metastatiza 
(0,0028-0,5 %), pero es altamente mutilante, destruyendo el tejido circundante (Patel et 
al., 2011; Moan et al., 2015; Qadir, 2016). Además, su tasa de recurrencia es elevada, 
aproximadamente en el 10-20 % de los pacientes el tumor vuelve a aparecer en un 
periodo de 5 años (Aguayo-Leiva et al., 2010; Patel et al., 2011). Por ello, a pesar de que 
se trata de un tumor con crecimiento local y poca capacidad metastásica, su alta 
incidencia hace que sea un problema de salud con unos costes anuales muy elevados; 
en concreto, en EEUU supone unos 1000 millones de dólares al año (Wu et al., 2015). 
El CBC es una enfermedad compleja que puede manifestarse de forma espontánea 
o deberse a síndromes genéticos de predisposición -como son el síndrome de Gorlin-
Goltz y el Xeroderma Pigmentoso-, pero en muchos casos se encuentra alterada la ruta 
de señalización Hedgehog (HH) (Jaju et al., 2016; Shanley y McCormack, 2016). La 
acción reguladora de esta ruta está vinculada a la proteína Sonic Hedgehog (SHH), un 
ligando del complejo de receptores de membrana Patched (PTCH) y del correceptor 
Smoothened (SMO). En concreto, PTCH-1 es el miembro principal de la familia PTCH y 
es clave en el desarrollo embrionario y tumorogénesis. En ausencia de PTCH (Fig. 3), 
SMO se encuentra permanentemente activado, inhibiendo al factor de transcripción GLI 
(Glioma-associated oncogene homologue). Este último es una familia de factores de 
transcripción dependientes de Zn2+ (GLI-1, GLI-2 y GLI-3) que actúa como un 
protooncogén asociado a glioma. Cuando SHH se une a PTCH, se retira la supresión de 
SMO, lo que promueve la disociación de la proteína quinasa SUFU (Supresor de Fused), 
que se encuentra asociada a microtúbulos y a GLI, que queda liberado en el citoplasma. 
Luz  solar 
Apariencia clínica Histología 
Piel normal 
Hiperproliferación CBC 
QA 
CE 
Fig. 2 Desarrollo del CCNM. La piel normal sufre alteraciones por exposición a la luz UV. Si la célula alterada es un 
queratinocito de la capa basal, hiperprolifera y da lugar a un CBC. Si la hiperproliferación se produce a partir de queratinocitos 
del estrato espinoso, se origina una QA que eventualmente evoluciona a un CE (Modificado de Lucena et al., 2015). 
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Esto permite la activación y translocación al núcleo de GLI-1 y GLI-2 y la degradación de 
GLI-3, la forma represora, con un resultado final de proliferación, apoptosis y 
diferenciación epidérmica (Choudhry et al., 2014). 
Las mutaciones que activan constitutivamente la vía HH parecen ser las implicadas 
en el desarrollo de los CBCs esporádicos provocados por exposición a la luz UV. En un 
50-70 % de los casos ocurre por inactivación de PTCH-1, en un 20 % por la de SMO y en 
un 1 % por la de SUFU. La pérdida de heterocigosis de PTCH también es característica 
del síndrome de Golrlin-Goltz (Toftgård, 2000; Choudhry et al., 2014). 
Existen distintas clasificaciones de los tipos de CBC en humanos, pero, en general, 
se asume una primera división entre los de crecimiento indolente y los de crecimiento 
agresivo. Los de crecimiento indolente incluyen los superficiales y los nodulares. El 
subconjunto de los agresivos engloba a los infiltrativos, los metatípicos y los morfeiformes 
o esclerosantes (Crowson, 2006; Di Stefani y Chimenti, 2015; Marzuka y Book, 2015). A 
continuación se desarrollan los subtipos más relevantes para este estudio (Fig. 4). 
El CBC superficial es el segundo tipo de CBC más común, representando más 
del 15 % de los casos. Aparece en el tronco y las extremidades y aparece a edades más 
x PTCH 
SHH 
SMO 
GLI 
SUFU 
GLI-1/2 
Fig. 3 Ruta de señalización HH. Cuando 
SHH se une a PTCH, se libera SMO. Esto 
promueve la disociación de SUFU de GLI. 
Entonces, se degrada la forma represora 
GLI-3, y se activan y translocan al núcleo 
GLI-1 y GLI-2 para actuar de factores de 
transcripción y como resultado dan lugar a 
proliferación, apoptosis y diferenciación 
epidérmica. 
Superficial Nodular Micronodular 
Fig. 4 Apariencia clínica e histología de diferentes tipos de CBC. Se muestran la apariencia clínica y la histología de 
distintos tipos de CBC. Los subtipos agresivos, micronodular e infiltrativo, muestran una apariencia clínica similar (Imágenes 
cedidas por la Dra. Fernández Guarino y la Dra. Gracia-Cazaña). 
Infiltrativo 
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tempranas que el resto de tipos. Es una lesión rosa-rojiza, en forma de placa, con límites 
bien definidos. Está caracterizado por la proliferación atípica de células basales que 
forman un eje paralelo a la superficie de la epidermis, y penetra hasta la dermis. Muestra 
una retracción en forma de hendidura de las células basales en empalizada que se 
separan del estroma subyacente. Las células tumorales pueden colonizar el folículo 
piloso. 
El CBC nodular es el más común (50-79 % de los CBCs). Predomina en la 
cabeza, especialmente en las mejillas, los pliegues nasolabiales, la frente y los párpados. 
Está caracterizado por la presencia de nidos grandes de células basales en la dermis, 
acompañados de retracción peritumoral, con fibroblastos de morfología normal. El 
estroma puede mostrar calcificación en algunas islas del tumor. Como hay retracción, los 
nidos pueden desprenderse del estroma y dejar huecos vacíos en la dermis, lo que le 
distingue de los infiltrativos. Pueden mostrar además morfologías superficiales y/o 
micronodulares, y pueden evolucionar a formas más agresivas. 
El CBC micronodular es una lesión endurecida en forma de placa y pobremente 
delimitada. Tiene una alta recurrencia. Muestra los mismos nidos redondeados que las 
lesiones nodulares, pero son más pequeños y presentan una distribución asimétrica, 
introduciéndose en la dermis o incluso a nivel subcutáneo. El estroma en este tipo de CBC 
está en proliferación. Los espacios debidos a la retracción no son comunes y se cree que 
podrían ser un paso intermedio entre nodular y los subtipos más agresivos. 
El CBC infiltrativo tiene una forma irregular y nidos con ángulos afilados de 
distintos tamaños. El estroma se encuentra en proliferación, es fibrótico con haces densos 
de colágeno, y aparecen fibroblastos ensanchados. Este tipo de CBC puede invadir capas 
subcutáneas y el músculo adyacente. 
1.3. Tratamiento del cáncer cutáneo no melanoma 
Existen diferentes tratamientos para el CCNM que buscan en su conjunto, además 
de su curación, preservar en la medida de lo posible el tejido sano circundante y obtener 
unos resultados cosméticos óptimos (Micali et al., 2013; Haque et al., 2015; Lanoue y 
Goldenberg, 2016; Amaral y Garbe, 2017). En general, se podrían clasificar en: invasivos 
o de tipo quirúrgico y no invasivos. La radioterapia, la criocirugía, la quimioterapia tópica 
o sistémica y la escisión quirúrgica son los más empleados. Los tratamientos tópicos más 
utilizados incluyen el 5-fluorouracilo (5-FU) -un antimetabolito que reduce la síntesis de 
ADN y ARN-, Imiquimod -un modulador de la respuesta inmune-, Diclofenaco -que inhibe 
principalmente a la ciclooxigenasa 2 (COX-2)-, y el Ingenol mebutato -que induce la 
muerte celular por necrosis-. A nivel sistémico se emplean el Vismodegib -un inhibidor de 
la ruta de HH-, y Cetuximab -anticuerpo inhibidor de EGFR (Epidermal Growth Factor 
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Receptor)-, entre otros. Dentro de los tratamientos no invasivos, destaca la terapia 
fotodinámica (TFD). La elección del tratamiento depende de la edad del paciente y su 
estado de salud; deberá adecuarse al tipo histológico de la lesión, tamaño, localización y 
nivel de agresividad (Neville et al., 2007; Wiznia y Federman, 2016; Amaral y Garbe, 
2017). 
1.3.1. Terapia fotodinámica 
Aunque las propiedades terapéuticas de la luz son conocidas desde hace miles de 
años, hasta el siglo XX no se desarrollaron verdaderamente terapias basadas en su uso, 
como la TFD. Está aprobada en clínica para el tratamiento de determinados tipos de 
cáncer, lesiones precancerosas y diversas enfermedades dermatológicas no oncológicas. 
La TFD basa su acción en la combinación de tres componentes básicos que no son 
tóxicos per se: un compuesto fotosensibilizador (FS), luz de adecuada longitud de onda y 
oxígeno molecular (O2). El FS se activa con la luz y, en presencia de O2, da lugar a una 
reacción fotoquímica que genera especies reactivas de oxígeno (ROS, Reactive Oxygen 
Species), las cuales son responsables de la destrucción de los tejidos. La TFD también 
tiene efectos indirectos debido a su acción sobre el estroma del tumor -MEC, vasculatura 
y componentes celulares como fibroblastos, células del sistema inmune-. La eficacia del 
tratamiento depende del tipo de lesión, del FS, del tiempo de irradiación y de la 
concentración de O2 en el tejido (Dougherty et al., 1998; Juarranz et al., 2008; Agostinis 
et al., 2011; Allison y Moghissi, 2013; van Straten et al., 2017).  
Esta terapia presenta numerosas ventajas frente a otros tratamientos: puede 
combinarse con otras terapias -como la cirugía, la quimioterapia o la radioterapia-, es 
mínimamente invasiva, tiene excelentes resultados cosméticos, es muy selectiva y, por 
tanto, respeta el tejido sano circundante, y es rápida, ambulatoria y no tóxica (Dąbrowski 
y Arnaut, 2015; Lucena et al., 2015; Savoia et al., 2015). 
Actualmente, la TFD es ampliamente utilizada en el campo de la dermatología, 
principalmente para el tratamiento de lesiones precancerosas (QA) y ciertos tipos de 
CCNM (CBC y CE in situ) (Braathen et al., 2012; Wan y Lin, 2014; Griffin y Lear, 2016). 
Asimismo, también es aplicada como tratamiento para lesiones no oncológicas -como la 
psoriasis y el acné- y, debido a sus propiedades antifúngicas y antibacterianas, por 
ejemplo, contra el Staphylococcus aureus (Oniszcuk et al., 2016; Gilaberte et al., 2017). 
1.3.1.1. Mecanismo de acción 
El FS, una vez administrado, tiende a acumularse preferentemente en las células 
tumorales. A continuación, la zona a tratar es irradiada con luz de longitud de onda 
adecuada al espectro de absorción del FS. El FS irradiado pasa de su estado fundamental 
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(S0) a un estado electrónicamente excitado (S1) muy inestable (Fig. 5). La caída del S1 al 
estado S0 puede ser directa (emisión de luz) o indirecta pasando por un estado más 
estable de triplete excitado (T1) y emitiendo fluorescencia. Es en el estado T1 en el que 
puede interaccionar con su entorno mediante reacciones fotoquímicas tipo I o tipo II. En 
las reacciones tipo I, el FS reacciona con biomoléculas de su entorno cercano (ADN, 
proteínas, lípidos) y forma radicales libres, que al interaccionar con el O2, generarán ROS 
(anión superóxido, peróxido de hidrógeno, o radical hidroxilo). En las reacciones tipo II, 
transfiere su energía directamente al O2, dando lugar al oxígeno singlete (1O2). La reacción 
de tipo II predomina en ambientes ricos en O2 mientras que la de tipo I en ambiente 
hipóxicos (Plaetzer et al., 2009; Bacellar et al., 2015; Nonell et al., 2015).  
 
De las ROS generadas en estos procesos, el 1O2 es el principal responsable de la 
muerte celular por TFD. Su vida media es muy corta, de aproximadamente 40 ns y ejerce 
su acción en un radio limitado de 20 nm. Este hecho explica que el daño principal de la 
TFD sea localizado y se limite al área dónde se encuentra el FS (Juarranz et al., 2008; 
Agostinis et al., 2011; Allison y Moghissi, 2013; van Straten et al., 2017).  
1.3.1.2. Fotosensibilizadores 
El primer FS empleado para TFD en clínica fue la hematoporfirina (Hp), 
caracterizado por Meyer-Betz a comienzos del siglo XX. Más tarde, Lipson y Schwartz 
obtuvieron un derivado de la hematoporfirina (HpD), el cual era una mezcla de porfirinas, 
que emplearon para la detección del tejido tumoral. En los años 70 y 80, el grupo de 
Dougherty, describió la regresión de tumores mamarios en ratas y ratones cuando eran 
tratados con HpD y luz roja. Dougherty, que contribuyó al desarrollo de los ensayos 
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Fig. 5 Mecanismo de acción 
de la TFD. Cuando un FS es 
excitado con luz de adecuada 
longitud de onda, pasa de su 
estado basal S0 a un estado 
excitado S1. Éste, en su caída 
al estado fundamental pasa a 
un estado triplete T1 más 
estable. En el estado T1 
puede interaccionar mediante 
reacciones tipo I con 
biomoléculas dando lugar a 
H2O2, O2-· y OH·; o 
reacciones tipo II 
reaccionando con el oxígeno 
triplete y dando lugar al 
oxígeno singlete. En último 
término, las ROS producen la 
muerte celular. 
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clínicos, fundó en 1986 la Asociación Internacional de Fotodinámica. En 1978, a partir de 
la purificación del HpD, se desarrolló el Photofrin®, el FS más usado en TFD clínica y 
aprobado en Canadá desde 1993 para su uso en el tratamiento de cánceres gástricos, de 
esófago, pulmón y vejiga. A pesar de ello, el Photofrin® tiene numerosos inconvenientes, 
destacando su prolongada fototoxicidad y su escasa absorción en la región del espectro 
correspondiente al rojo, la cual posee la mayor capacidad de penetración en la piel 
(Dougherty et al., 1998).  
A la Hp y sus derivados, considerados FS de primera generación, les sigue una 
segunda generación de compuestos que incluye clorinas (Temoporfin, Foscan®; 
Bremachlorin®), ftalocianinas, porficenos y precursores de FS porfirínicos como el ácido 
5-aminolevulínico (ALA, Levulan®) y su éster metílico MAL (Metvix®) (Abrahamse y 
Hamblin, 2016; Lange y Bednarski, 2016). Cuatros compuestos con nombre registrado 
(Photofrin®, Foscan®, Levulan® y Metvix®) han sido aprobados por la Agencia Europea 
del Medicamento con diferentes aplicaciones en el campo de la oncología (Lange y 
Bednarski, 2016; van Straten et al., 2017). 
No obstante, un área importante de investigación es la búsqueda del FS ideal para 
el tratamiento contra el cáncer, que debería tener las siguientes propiedades: absorber 
luz de longitud de onda comprendida entre 600 y 800 nm, ser un compuesto puro y 
estable, producir cantidad suficiente de ROS una vez irradiado, no ser tóxico per se y 
eliminarse rápidamente de los tejidos sanos para minimizar los efectos secundarios de la 
TFD (Juarranz et al., 2008; Agostinis et al., 2011; Abrahamse y Hamblin, 2016). 
La penetración de la luz en el tejido se ve aumentada con su longitud de onda. Por 
ello, la luz roja (625-640 nm) es la más empleada en TFD, dado que, aunque es menos 
energética que la azul (450-495 nm), penetra más profundamente en los tejidos 
biológicos. No obstante, en TFD no se suele emplear luz de longitud de onda superior a 
800 nm, ya que no tiene la suficiente energía para iniciar una reacción fotodinámica 
(Plaetzer et al., 2009; Agostinis et al., 2011). 
En el ámbito de la oncología dermatológica, los compuestos más empleados 
actualmente son el ALA y el MAL. Éstos no son FS en sí mismos si no que son precursores 
del FS endógeno protoporfirina IX (PpIX), metabolito intermediario de la ruta de biosíntesis 
del grupo hemo (Kennedy et al., 1990; Agostinis et al., 2011; Yang et al., 2015). 
La ruta de biosíntesis del grupo hemo transcurre en la mitocondria y el citoplasma 
(Fig. 6). Se inicia con la síntesis de ALA a partir de glicina y succinil-CoA, catalizada por 
la enzima ALA sintetasa. En sucesivos pasos se van formando los intermediarios 
porfobilinógeno, uroporfirinógeno III, coproporfirinógeno III y protoporfirinógeno. En este 
punto, la enzima protoporfirinógeno oxidasa convierte este último compuesto en PpIX y la 
ferroquelatasa introduce un ion ferroso en el anillo para dar lugar así al grupo hemo. La 
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síntesis de ALA está estrictamente regulada por un mecanismo de retroalimentación 
negativa. De esta manera, la administración exógena de ALA o sus derivados evita dicho 
control y origina la acumulación temporal de los intermediarios. En las células tumorales 
esta acumulación es mayor debido al desajuste de la actividad de las enzimas implicadas, 
como la ferroquelatasa, que se encuentra disminuida, y las enzimas pre-PpIX que están 
aumentadas, y por tanto acumulándose PpIX. Además, determinadas características del 
tejido tumoral, como su elevada permeabilidad vascular, favorecen la acumulación del FS. 
La PpIX presenta varios picos de absorción en el espectro visible, destacando el situado 
en la región del espectro del rojo a 630 nm (Fig. 7) (Juarranz et al., 2008; Agostinis et al., 
2011; Yang et al., 2015).  
 
De las formulaciones aprobadas del ALA, en EEUU, el Levulan®, únicamente está 
aprobado para el tratamiento en combinación con luz azul de QAs hipertróficas. En 
Europa, además de éste, están aprobados un parche, Alacare®, y un gel, Ameluz®, para 
el tratamiento en combinación con luz roja de QAs (Wan y Lin, 2014).  
Porfobilinógeno Uroporfirinógeno III 
Succinil-CoA 
Glicina 
+ ALA 
sintetasa 
ALA Protoporfirinógeno 
PpIX 
Protoporfrinógeno 
oxidasa 
Ferroquelatasa 
Grupo Hemo 
+Fe
2+
 
Coproporfirinógeno III 
Fig. 6 Ruta de biosíntesis del grupo hemo. El ALA es primer intermediario de la ruta de biosíntesis del grupo hemo. A través 
de diferentes reacciones enzimáticas, en la mitocondria y el citosol, tiene lugar la formación de la PpIX. En una célula 
cancerígena, las enzimas previas a la PpIX están aumentadas y la ferroquelatasa está disminuida, lo que favorece la 
acumulación de PpIX tras la administración exógena de ALA. 
Fig. 7 Protoporfirina IX. En la  
figura se muestran la molécula 
de la PpIX y sus espectros de 
absorción y emisión de 
fluorescencia. La PpIX tiene 
distintos picos de absorción, 
siendo el de mayor penetración 
el de 630 nm. Tiene dos picos de 
emisión de fluorescencia, a 635 
nm y a 700 nm. 
Emisión 
630nm 
Absorción 
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Un inconveniente del ALA es su difícil penetración en la piel debido a su carácter 
hidrofílico, lo que limita su aplicación a lesiones superficiales (Wan y Lin, 2014). En este 
sentido, se desarrolló el MAL, un derivado del ALA, que posee carácter lipofílico, lo que 
le confiere una mayor capacidad de penetración a través de las membranas celulares. El 
MAL se hidroliza inmediatamente después de su entrada en la célula, transformándose 
en ALA y siguiendo los pasos de la síntesis del grupo hemo descritos anteriormente 
(Ericson et al., 2008; Wan y Lin, 2014). En la actualidad, en EEUU, el MAL (Metvixia®) 
está aprobado para el tratamiento de QAs no hiperqueratósicas de cabeza y cara en 
pacientes inmunocompetentes. En Europa, Nueva Zelanda y Australia además está 
aprobado para CBC superficial y nodular; y para CE in situ sólo en Europa (Morton et al., 
2002; Siddiqui et al., 2004; Lee y Kloser, 2013; Wan y Lin, 2014).  
1.4. Resistencia a terapias 
Un alto porcentaje de los tumores desarrollan resistencia a terapias, lo que justifica 
la necesidad de investigar el proceso y de buscar tratamientos que permitan evitarla. La 
resistencia contribuye a la progresión tumoral, se relaciona con el mal pronóstico clínico 
y, en último término, es responsable de las recidivas. Aunque no se conoce totalmente el 
fenómeno, el proceso de resistencia ha sido muy estudiado en quimioterapia y 
radioterapia (Holohan et al., 2013; Rebucci y Michiels, 2013; Al-Dimassi et al., 2014; 
Housman et al., 2014; Esmatabadi et al., 2016; Frączek et al., 2016); sin embargo, está 
escasamente analizado en el caso de la TFD (Olsen et al., 2013; Gilaberte et al., 2014; 
Bardazzi et al., 2015; Gracia-Cazaña et al., 2016).  
Las causas del fenómeno de resistencia se pueden clasificar en innatas y 
adquiridas. Las innatas se deben a alteraciones intrínsecas al paciente que existían 
previamente al tratamiento y que permiten a las células tumorales escapar de la muerte 
celular. Las adquiridas son las producidas por el propio tratamiento. A nivel intracelular, 
los mecanismos de resistencia son numerosos, destacando: dosis insuficiente de fármaco 
o de radiación, inactivación o expulsión de la droga y alteraciones en las propias células 
(mutaciones, cambios metabólicos) que pueden llevar a inhibición de la reparación del 
ADN y/o de la muerte celular. Además, las alteraciones en el estroma o microambiente 
tumoral pueden favorecer, por ejemplo, el proceso de transición epitelio-mesénquima 
(TEM). Estos mecanismos pueden transformar en más agresivas a las células tumorales 
(Wu et al., 2014; Ramos y Bentires-Alj, 2015; Pan et al., 2016). La alta heterogeneidad 
celular de los tumores explica la distinta predisposición de las células a ser sensibles o 
resistentes a un tratamiento (Saunders et al., 2012). A continuación se describen 
brevemente dichos procesos, señalando de forma específica los avances en el caso de 
la TFD. 
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1.4.1. Mecanismos intracelulares de resistencia a terapias 
Aunque muchos tipos de cáncer son inicialmente susceptibles a los tratamientos, 
con el tiempo pueden desarrollar estrategias de resistencia a las mismas. Los 
mecanismos por los que las células tumorales son resistentes a la TFD tienen similitudes 
con los implicados en la resistencia a drogas en general (Rapozzi y Jori, 2015). Se indican 
a continuación algunos de los mecanismos intracelulares involucrados en resistencia a 
drogas general y se desarrollan más ampliamente aquellos que serán objeto de este 
estudio. 
Existen mecanismos que conllevan una disminución de la efectividad de la droga, 
que incluyen su inactivación al interaccionar con moléculas biológicas que la modifican o 
que activan el sistema de detoxificación o cambios en proteínas relacionadas con la 
muerte celular por apoptosis, como P53. Asimismo, las células resistentes son capaces 
de expulsar la droga mediante transportadores de membrana tipo MDR/ABC (Multidrug 
Resistance/ATP-Binding Cassette) (Holohan et al., 2013; Housman et al., 2014; 
Esmatabadi et al., 2016). 
Otras estrategias de protección de las células cancerígenas frente a terapias se 
relacionan con inhibición de la muerte celular mediante la sobreexpresión de proteínas 
antiapoptóticas tipo BCL-2 (B-Cell Lymphoma-2) o PKB (Proteína quinasa B), la alteración 
de la reparación del daño al ADN inducido por drogas para evitar apoptosis o la 
modificación de la diana mediante mutaciones, lo que disminuye el efecto del tratamiento 
(Holohan et al., 2013; Housman et al., 2014). 
A continuación, se abordarán más ampliamente otros tres mecanismos implicados 
en resistencia, por su relación con este trabajo. Éstos son: las células madre del cáncer 
(CMCs), a las cuales se las considera responsables de la metástasis y la recidiva, cuando 
aparentemente el tratamiento había sido efectivo (Cojoc et al., 2015); la ruta Wnt/β-
catenina (β-cat), que aparece activada constitutivamente en la mayoría de tumores sólidos 
y se ha demostrado que su inhibición permite superar la resistencia a terapias (Won et al., 
2016; Xue et al., 2016; Shang et al., 2017); y la TEM, proceso que conecta entre sí las 
rutas de señalización responsables de la metástasis, vascularización, generación de 
CMCs y la resistencia a terapias (Li y Li, 2015; Nantajit et al., 2015). 
1.4.1.1. Células madre de cáncer 
Los tumores son muy heterogéneos, inestables y plásticos genéticamente, lo que 
representa un reto para las terapias (De Sousa E Melo et al., 2013). Se postula que los 
tumores tienen su origen en una única célula clonogénica que ha acumulado numerosas 
mutaciones genéticas o que se desarrollan a partir de diversos clones genéticamente 
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diferentes. Dada esta variabilidad, cada clon podría mostrar distintos mecanismos de 
resistencia a terapias (Cojoc et al., 2015).  
Las CMCs se definen en base a su capacidad de formar tumores en estudios de 
xenotransplantes. Representan una población minoritaria del tumor que puede ser 
identificada y aislada del resto del tejido gracias a marcadores específicos de membrana 
como: CD133, CD44, Lgr5 (Leucine Rich Repeat Containing G Protein-Coupled Receptor 
5), Sox2 (Sex determining Region Y-box 2), Nanog y Oct4 (Octamer-Binding Transcription 
Factor 4) (Hadjimichael et al., 2015; Abbaszadegan et al., 2017). Estos marcadores son 
específicos de tejido o incluso del subtipo de tumor. En el caso del CBC, los estudios de 
búsqueda de marcadores específicos de CMCs son escasos, por lo que no existen 
conclusiones claras al respecto (Sellheyer, 2011). Las CMCs presentan, al igual que las 
CM de tejido, capacidad de autorenovación y potencial de repoblación a largo plazo. 
Cambios en diversas rutas de señalización les confieren adaptación a diversos tipos de 
estrés del microambiente como la inflamación, hipoxia, bajo pH, bajo nivel de nutrientes y 
terapias anti-cáncer. Estas células podrían ser las responsables de la recurrencia y de la 
progresión tumoral. Se ha relacionado a las CMCs con la TEM, que sucede durante la 
invasión de las células tumorales; cuando la TEM es inducida se promueve la adquisición 
de propiedades de CMCs (Visvader y Lindeman, 2008; Yu et al., 2012; Colak y Medema, 
2014; Cojoc et al., 2015).  
Existen distintos mecanismos de resistencia a terapia relacionados con las CMCs. 
Algunos de ellos son los asociados a la alta expresión de proteínas de la familia tipo MDR 
(MDR1, ABCG2/BCRP (Breast Cancer Resistance Protein)) o la alta actividad enzimática 
de las proteínas de la familia ALDH (Aldehído deshidrogenasa) en estas células. En 
especial, la ALDH1 y ALDH3A1 juegan un papel importante en la respuesta celular al 
estrés oxidativo, debido a su actividad en la neutralización de los radicales libres 
generados durante, por ejemplo, la radioterapia y/o a la producción de antioxidantes. La 
resistencia a terapia inducida por CMCs se puede atribuir también a la activación de rutas 
de señalización esenciales para la homeostasis tisular (Wnt, HH). Asimismo, se ha 
demostrado que un gran número de factores de crecimiento producidos por células 
mesenquimales del cáncer, fibroblastos asociados a cáncer (CAFs, Cancer Associated 
Fibroblasts) y células inmunes, afectan a las propiedades de las CMCs (Cojoc et al., 2015; 
Abbaszadegan et al., 2017). Otro mecanismo de resistencia de estas células consiste en 
su protección frente al daño mediante la regulación del ciclo celular, el incremento de 
actividad de los mecanismos de reparación y la retirada eficiente de las ROS 
(Agathocleous y Harris, 2013). Además, las CMCs usan vías alternativas para obtener 
más energía, como la autofagia. Estas células están en un estado indiferenciado y tienen 
una capacidad proliferativa menor a la de los tejidos normales, lo que les ayuda a escapar 
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a las terapias anti-cáncer, cuya diana principal son las células con una alta proliferación 
(Colak y Medema, 2014; Cojoc et al., 2015).  
1.4.1.2. Ruta Wnt/β-catenina 
En la vía de señalización Wnt/β-cat la entrada de β-cat citoplasmática en el núcleo 
modula la transcripción de diversos genes. Cuando la vía está inactiva (Fig. 8), β-cat es 
destruida vía proteasoma por un complejo constituido, entre otros elementos, por 
proteínas de “scaffold”, Axina y APC (Adenomatous polyposis coli), y las quinasas GSK3β 
(Glucógeno sintasa quinasa 3β) y CDK1α (Quinasa dependiente de ciclina 1α). Cuando 
Wnt se une a los receptores de membrana, se retira APC del complejo y el resto de 
componentes se relocalizan en la membrana. Esto permite la estabilización de β-cat y su 
entrada en el núcleo, promoviendo la expresión de genes diana, como la Ciclina D1, la 
cual regula la transición G1/S (Song et al., 2015; Qie y Diehl, 2016). Esta vía está activada 
de forma constitutiva en la mayoría de los tumores sólidos debido, por ejemplo, a 
mutaciones en los genes implicados, que impiden la fosforilación de β-cat y por tanto su 
degradación (Saito-Diaz et al., 2013; McCubrey et al., 2016; Shang et al., 2017). 
1.4.1.3. Transición epitelio-mesénquima 
En un epitelio, las células están fuertemente adheridas unas a otras por estructuras 
de adhesión tales como uniones estrechas, adherentes y tipo gap. En condiciones 
Fig. 8 Ruta de señalización Wnt/β-catenina. (A) En el estado inactivo de la ruta, la β-cat es fosforilada para ser degradada 
en el proteasoma por un complejo formado por APC, Axina y GSK3β. (B) Cuando Wnt se une al receptor, recluta a GSK3β y 
Axina al complejo de membrana, permitiendo que β-cat no sea fosforilada y entre al núcleo dónde actúa de factor de 
transcripción (Modificado de Saito-Díaz et al., 2013). 
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normales, las células epiteliales se pueden desplazar dentro de una misma capa, por 
ejemplo en la epidermis, pero no son capaces de soltarse y desplazarse lejos del tejido. 
Por el contrario, las células mesenquimales no forman capas organizadas y muestran 
gran capacidad migratoria. Se denomina TEM al proceso que conlleva la pérdida por parte 
de las células epiteliales de las uniones intercelulares, a su separación y a la adquisición 
de características mesenquimales (Lee et al., 2006; Guarino, 2007; Nakamura y Tokura, 
2011). Una célula que sufre TEM presenta diversas características: modificación de su 
morfología, de una poligonal a una en forma de huso; reorganización del citoesqueleto de 
actina para favorecer la motilidad; cambio de marcadores de diferenciación de proteínas 
de adhesión célula-célula, como E-cadherina (E-cad), por proteínas mesenquimales, 
como vimentina o N-cadherina (N-cad)-; segregación de enzimas que degradan la MEC, 
como las metaloproteinasas (MMPs); regulación positiva y/o translocación nuclear de 
factores de transcripción como la β-cat o miembros de la familia Snail. El factor Snail es 
regulado negativamente por GSK3β, promoviendo su salida del núcleo y su degradación 
citoplasmática (Nakamura y Tokura, 2011; McCubrey et al., 2014).   
La TEM es un proceso reversible que se sustenta en cambios moleculares 
transitorios inducidos por elementos extracelulares, incluyendo los componentes de la 
MEC o la hipoxia, y no por cambios genéticos permanentes. En cáncer, la TEM es 
mantenida de forma prolongada mediante ligandos extracelulares del microambiente 
cercano, como EGF (Epidermal Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor) o 
miembros de la familia TGF-β (Transforming Growth Factor-β), los cuales activan vías de 
señalización oncogénicas. En la progresión del cáncer, los tumores que disparan el 
programa de TEM se asocian a un mal pronóstico (Thiery y Sleeman, 2006; Li y Li, 2015).  
Mediante la TEM, además, las células sufren reprogramación metabólica, 
adquiriendo un fenotipo más glicolítico, mientras que las células normales emplean 
preferentemente la fosforilación oxidativa mitocondrial. A este cambio de metabolismo se 
le denomina efecto Warburg, y permite a las células tumorales obtener suficiente energía 
y precursores biosintéticos, mantener un estado redox equilibrado y mantener un estado 
indiferenciado (Li y Li, 2015; Bhattacharya et al., 2016). 
Las características típicas de las células que han sufrido TEM son las propias de las 
CMCs, por lo que éstas podrían ser células epiteliales desdiferenciadas (Li y Li, 2015).  
La relación de la TEM con la resistencia a quimioterapeúticos, como 5-FU o 
cisplatino, y a radioterapia ha sido ampliamente estudiada en multitud de cánceres 
(Nantajit et al., 2015). Su implicación en resistencia se debe principalmente a la 
generación de CMCs, la sobreexpresión de transportadores MDR inducida por Snail, la 
activación de rutas oncogénicas como PI3K (Fosfatidil inositol-3 quinasa)/PKB/mTOR 
(mammalian Target of Rapamycin) o RAS, o la supresión de la muerte celular por factores 
TCF 
 
15 Introducción 
como NF-κB (Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas) (Saxena et al., 2011; Nantajit et al., 2015). 
1.4.2. Mecanismos extrínsecos de resistencia: el estroma tumoral  
Los tumores, incluido el CBC, no están únicamente compuesto por las células 
neoplásicas, sino que, además, presentan componentes estromales que modulan su 
comportamiento. Se engloba dentro de estroma o microambiente tumoral a la membrana 
basal, las células inmunes, los capilares, los fibroblastos y la MEC que circunda al tumor 
(Kalluri y Zeisberg, 2006; Hanahan y Weinberg, 2011; Kalluri, 2016). van Scott y 
Reinertson (1961) demostraron, mediante un experimento de autotransplante de un CBC 
en humanos, con y sin su estroma, que sólo el que era trasplantado con su estroma era 
capaz de implantarse y proliferar.  
Los fibroblastos son el componente celular principal del tejido conectivo. Son células 
alargadas de origen mesodérmico con morfología fusiforme y que expresan diferentes 
proteínas como Fibroblast Specific Protein 1 (FSP-1 o S100A4). Sus funciones son la 
síntesis de componentes de la MEC (colágeno I, III y V; y fibronectina), contribuir a la 
formación de las membranas basales (colágeno IV y laminina), regular la diferenciación 
epitelial, favorecer el cierre de herida y la inflamación. Además, sintetizan MMPs, enzimas 
implicadas en invasión tumoral (Öhlund et al., 2014; Kalluri, 2016). 
Los fibroblastos aislados de una herida o de tejido fibrótico segregan altos niveles 
de componentes de la MEC y poseen una alta capacidad de proliferación. A esta actividad 
incrementada se le denominada activación. Se considera que los tumores son heridas 
que nunca cicatrizan, por lo que sus fibroblastos están activados de forma constante, 
recibiendo el nombre de CAFs (Xing et al., 2010; Cirri y Chiarugi, 2011; Valcz et al., 2014; 
Kalluri, 2016). Hay evidencias de que la activación de los CAFs se produce bajo el control 
del estado redox. El factor TGF-β provoca un incremento de ROS, que promueve que los 
CAFs adquieran un fenotipo similar a miofibroblastos, y por ende promuevan la actividad 
tumoral en cánceres, incluidos los de piel (Cirri y Chiarugi, 2011). Existen evidencias de 
que los CAFs provienen del mesénquima, de las células de la médula ósea o de las 
propias células cancerígenas mediante TEM (Kalluri y Zeisberg, 2006; Gonda et al., 2010; 
Xing et al., 2010; Dvořánková et al., 2015; Shiga et al., 2015; Ishii et al., 2016). Se 
considera CAF a toda célula fibroblastoide, no neoplásica, no vascular, no epitelial y no 
inflamatoria presente en el tumor; si bien, no hay un consenso sobre su definición 
molecular, siendo las células no tumorales más abundantes en el microambiente tumoral 
(Öhlund et al., 2014). Tienen forma de huso, fibras de estrés, una elevada producción de 
fibronectina, y capacidad proliferativa y migración incrementadas. Se ha descrito que 
difieren de los fibroblastos normales en casi 600 genes y un alto porcentaje de los mismos 
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presentan mutaciones genéticas en genes supresores tumorales como P53 (Strnad et al., 
2010; Valcz et al., 2014). En CAFs de CBC, y mediante ensayos de array, se han 
detectado 78 genes alterados en los pacientes, de los cuales 13 eran proteínas 
secretadas por CAFs, como: DCN, Decorin; COL5A2, Collagen Type Vα2; LAMA2, 
Laminin-alpha2/merosin; MMP-11; CTSK, Cathepsin K; y ANGPTL2, Angiopoietin-related 
Protein 2 (Micke et al., 2007). 
1.4.2.1. Identificación de CAFs 
Los CAFs son comúnmente identificados por la expresión de distintos marcadores 
de células mesenquimales y la ausencia de marcadores epiteliales y endoteliales (Fig. 9) 
(Gonda et al., 2010; Xing et al., 2010; Choi et al., 2013; Öhlund et al., 2014; Kalluri, 2016). 
En general, se ha considerado que todos los CAFs poseen un fenotipo de miofibroblasto, 
pero estos sólo representan una subpoblación que expresa α-SMA (Alpha-Smooth Muscle 
Actin). Su expresión se relaciona con la inhibición de la migración de los fibroblastos y 
contribuye a la reorganización del citoesqueleto, aumentando su contractilidad, y es 
expresada también por los fibroblastos normales. Otro marcador es FAP-1 (Fibroblast 
Activation Protein-1), una proteasa de membrana con actividad colagenasa y dipeptidil 
peptidasa que degrada la MEC y estimula el crecimiento del tumor; en tejidos somáticos 
adultos, sólo se expresa en los fibroblastos activados de heridas y en el estroma tumoral 
(Teichgräber et al., 2015). Asimismo, es empleado como marcador S100A4, una proteína 
de la familia S100 de proteínas pequeñas unidas a calcio, si bien, ésta también se 
expresa, entre otras, en fibroblastos normales (Strutz et al., 1995; Andersen et al., 2011). 
Otro marcador es Podoplanina (PDPN), una glicoproteína transmembrana que marca el 
endotelio linfático y se ha visto expresada en el frente tumoral y en los CAFs (Raica et al., 
2008; Kan et al., 2014). En CBC, se observó que la expresión de Galectina-1 (GAL-1) era 
mayor en el estroma de los tumores que en epidermis normal, detectándose sus 
receptores en las células tumorales (Lacina et al., 2007). Otros ejemplos de marcadores 
de CAFs son: vimentina; Thy-1, Thymus cell antigen-1; NG2, Neuron-Glial antigen-2; 
desmina; tenascina-C; periostina; vinculina; paxilina; tensina; PDGFR, Platelet-Derived 
Growth Factor Receptor; e incremento de la expresión de MMPs y proteínas de la MEC 
(Valcz et al., 2014; Shiga et al., 2015; Ishii et al., 2016). 
1.4.2.2. Función de CAFs 
No está claro si la proliferación local de CAFs está promovida por señales del tumor 
o si está reflejando un mecanismo de defensa para contener la lesión de convertirse en 
un carcinoma invasivo (Kalluri, 2016). En general, se acepta que los CAFs son claves en 
diferentes etapas del proceso tumoral, estimulan el crecimiento y progresión del tumor y 
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participan en mantener un estado de pobre diferenciación de las células circundantes 
(Hanahan y Weinberg, 2011; Augsten, 2014). Actúan de forma sinérgica con las células 
epiteliales para promover carcinogénesis e influenciar los patrones de invasividad y 
metástasis (Dvořánková et al., 2012; Gonda et al., 2010) (Fig. 9). 
Los CAFs podrían actuar en la iniciación del cáncer, favoreciendo la 
mutagenicidad de las células epiteliales, por ejemplo, segregando ROS, que favorecen la 
bajada del pH y la hipoxia en el ambiente tumoral (Xing et al., 2010; Ishii et al., 2016; 
Kalluri, 2016; Chan et al., 2017). 
Mientras que parece que los fibroblastos normales inhiben el crecimiento tumoral 
(Klein, 2014), los CAFs favorecen la progresión tumoral a través de comunicaciones 
específicas con las células tumorales, segregando factores de crecimiento, hormonas y 
citoquinas (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor; SDF-1, Stromal Derived Factor-1; 
MMPs; HGF, Hepatocyte Growth Factor; IL-6, Interleuquina-6; entre otros) (Xing et al., 
2010; Cirri y Chiarugi, 2011; Yang et al., 2013; Zhou et al., 2014; Shiga et al., 2015).  
En el proceso de metástasis, los CAFs regulan la motilidad celular y la diseminación 
a órganos secundarios a través de contactos célula-célula, de señales paracrinas o 
induciendo la TEM. Asimismo, favorecen la metástasis manteniendo de forma crónica el 
estímulo proinflamatorio al promover estrés oxidativo y al activar proteínas como COX-
2, NF-κB o HIF-1 (Hipoxia-Inducible Factor) (Cirri y Chiarugi, 2011). Los CAFs 
proporcionan, además, el ambiente adecuado a las CMCs para autorenovarse y 
diferenciarse. Según Öhlund et al. (2014), IL-6 o HGF, activan la ruta Wnt/β-cat en células 
neoplásicas y aumentan la expresión de marcadores de CMCs (CD44, ALDH1). En CBC, 
el nicho tumoral secreta factores similares a los de las CM normales, que evitan la 
diferenciación del CBC manteniendo la capacidad de autorenovación de las CMCs 
(Sneddon et al., 2006). Además, los CAFs potencian la TEM de las células tumorales (Cirri 
y Chiarugi, 2011; Zhou et al., 2014). 
A parte de en las células epiteliales del cáncer, como se ha mencionado 
anteriormente, la reprogramación metabólica también ocurre en los CAFs, que 
Fig. 9 Marcadores y factores secretados por CAFs. Los CAFs pueden ser identificados mediante distintos marcadores como 
α-SMA, S100A4, FAP-1, GAL-1, Vimentina o PDPN, entre otros. Se comunican con las células cancerígenas mediante la 
segregación de factores (ejemplos en el cuadro amarillo) para promover la iniciación, progresión y metástasis tumoral. Asimismo 
colaboran con el proceso tumoral alterando el metabolismo de las células, promoviendo angiogénesis y remodelando la MEC. 
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adquieren un metabolismo más glicolítico. Este cambio metabólico activa la producción 
de ROS, llevando a las células cancerígenas a la TEM, la adquisición de propiedades de 
CMCs y la evasión de la apoptosis (Cirri y Chiarugi, 2011; Li y Li, 2015).  
1.4.2.3. Implicación de los CAFs en resistencia a terapias 
Los CAFs contribuyen a crear un ambiente protector favoreciendo las interacciones 
célula-célula y célula-MEC, la supervivencia celular y la supresión de las respuestas 
inmunes antitumorales. El contacto directo de los fibroblastos con las células tumorales 
ayuda a la supervivencia celular a través de la activación de vías antiapoptóticas o 
induciendo la TEM. Las células que han sufrido TEM pueden adquirir características de 
CMCs y resistencia a quimioterapeúticos (Valcz et al., 2014). La adhesión de las células 
de cáncer a proteínas de la MEC segregadas por los CAFs -laminina, colágeno o 
fibronectina- impide la correcta difusión de la droga, lo que confiere resistencia 
(Kharaishvili et al., 2014; Öhlund et al., 2014; Valcz et al., 2014; Ishii et al., 2016). Las 
citoquinas y factores de crecimiento segregados por los CAFs provocan cambios 
transcripcionales en las células tumorales e influencian la relación del tumor con la 
respuesta inmune, necesaria para una respuesta eficiente a terapias anticancerígenas, 
incluyendo la TFD (Cirri y Chiarugi, 2011; Li et al., 2015). El papel de este tipo de 
interacción es importante en la resistencia a terapias con dianas moleculares específicas 
como el gefitinib, un inhibidor de EGFR (Öhlund et al., 2014; Ishii et al., 2016). Asimismo, 
se ha descrito que los exosomas -vesículas de origen endocítico- provenientes de los 
CAFs, promueven la quimioresistencia a 5-FU u oxiplatino en células de cáncer de colon 
(Fu et al., 2016). Los CAFs también intervienen en la disminución de la efectividad de 
tratamientos anti-angiogénicos, como la terapia anti-VEGF (Öhlund et al., 2014). 
Asimismo, los CAFs inducen resistencia a terapias hormonales; se ha visto que aumentan 
la actividad mitocondrial de células MCF7 de cáncer de mamá, confiriéndole resistencia a 
tamoxifeno (Martínez-Outschoorn et al., 2011). 
1.4.3. Mecanismos de resistencia a TFD 
Diferentes estudios ponen de manifiesto la resistencia a TFD a nivel preclínico en 
modelos celulares y animales (Singh et al., 2001; Casas et al., 2006; Rapozzi y Jori, 2015), 
así como en pacientes (Fiechter et al., 2012; Gilaberte et al., 2014; Bardazzi et al., 2015). 
De forma general y como ya se ha mencionado, la eficacia de la TFD depende de la 
incorporación selectiva del FS por las células tumorales, los niveles de oxígeno presentes 
en el tejido y la dosis de irradiación (Bacellar et al., 2015). Por tanto, dentro de los factores 
intracelulares implicados en la resistencia a TFD se incluyen los relacionados con una 
menor efectividad del FS, lo que depende de su: naturaleza, tasa diferencial de absorción 
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o expulsión, tráfico intracelular alterado y disminución o inactivación; o mutación y/o 
activación de genes, como los implicados en mecanismos de defensa de la propia célula 
contra las ROS generadas (Casas et al., 2015; Rapozzi et al., 2015; Galadari et al., 2017). 
La disminución de la efectividad del FS puede deberse a su expulsión por la 
actividad de transportadores de la familia MDR, como la P-glicoproteína (Pgp). En el caso 
de la PpIX generada a partir de ALA, sólo estaría implicada la proteína ABCG2 (Robey et 
al., 2005; Ishikawa et al., 2010; Kobuchi et al., 2012; Barron et al., 2013). Esta proteína 
ejerce una función protectora del ADN, puesto que, en estudios llevados a cabo en 
diferentes líneas tumorales tratadas con TFD-ALA, se ha visto que la inhibición de su 
actividad favorece una mayor concentración del FS en el área perinuclear, lo que 
incrementa la susceptibilidad del núcleo al daño generado por las ROS (Postiglione et al., 
2016). La resistencia múltiple a drogas es un importante mecanismo para la supervivencia 
de las células tumorales, y especialmente de las CMCs a la TFD, habiéndose descrito que 
muchas de estas células son positivas para ABCG2 (Ding et al., 2010; Moitra et al., 2011; 
Westover y Li, 2015). En relación al oxígeno disponible en el tejido, indispensable para la 
TFD, señalar que las CMCs están quiescentes en hipoxia, mientras que en un ambiente 
más oxigenado están activadas, presentando capacidad proliferativa y de migración, por 
lo que, con la TFD, la hipoxia severa puede favorecer la resistencia de estas células 
(Cojoc et al., 2015). 
Otras de las causas de una respuesta deficiente a TFD en CBC son las relacionadas 
de forma directa con la alteración de genes implicados en la formación del tumor y de 
los alterados como consecuencia del tratamiento. La luz UVA ocasiona mutaciones en 
genes clave para el desarrollo de tumores, como el oncogén RAS y el gen supresor de 
tumores P53; éste último con una frecuencia del 50-90 % en CCNM (van der Pols et al., 
2006; Benjamin et al., 2008). P53 es un gen relevante para la TFD, ya que se ha visto que 
tras la TFD-PpIX se produce muerte por apoptosis dependiente de esta proteína debido 
al fotodaño a la membrana mitocondrial, además de necrosis debida al fotodaño a la 
membrana citoplasmática (Zawacka-Pankau et al., 2008; Acedo y Zawacka-Pankau, 
2015). También se ha valorado la sobreexpresión de proteínas como ciclinas, proteínas 
encargadas de activar las CDKs a lo largo del ciclo celular, en la resistencia a TFD, 
especialmente la Ciclina D1, la cual es sobreexpresada en CEs resistentes a TFD-MAL 
(Gilaberte et al., 2014; Qie y Diehl, 2016).  
De igual modo, se ha observado la activación de la expresión de genes de 
protección celular como respuesta al estrés oxidativo generado por la TFD, como los 
que codifican para la COX-2, proteínas antiapoptóticas (PI3K/PKB, BCL2) o proteínas de 
reparación del daño inducido por estrés oxidativo, como NF-κB, HIF-1 o proteínas de 
choque térmico (HSP, Heat Shock Protein) (Broekgaarden et al., 2015; Rodríguez et al., 
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2016). Tanto las células normales como las cancerígenas controlan su nivel de ROS 
mediante moléculas implicadas en su producción y eliminación como el glutatión (GSH), 
la peroxidasa, la catalasa o la superóxido dismutasa (SOD) (Cook et al., 2004). La 
respuesta celular a la TFD depende del tipo y cantidad de ROS y de la presencia y 
actividad de antioxidantes, por lo que una mayor expresión o actividad de enzimas 
antioxidantes pueden proteger a la célula contra ese daño (Yang et al., 2008; Casas et 
al., 2011; Gracia-Cazaña et al., 2016). En este sentido, las células tumorales tienen 
niveles elevados de GSH, y se ha visto que la inhibición de su síntesis aumenta se forma 
muy significativa la eficacia de la TFD in vitro. Además, sobreexpresan enzimas de 
detoxificación, como la SOD o la hemooxigenasa-1 (HO-1 o HMOX-1) -la cual es inducida 
por TFD-, lo que disminuye su efecto. La HO-1 disminuye la eficacia de la TFD al 
descomponer el grupo hemo en biliverdina -antioxidante-, monóxido de carbono -
antiinflamatorio- e ion ferroso; además, su actividad produce bilirrubina -antioxidante-, 
reduciendo la cantidad de ROS en el tejido (Agostinis et al., 2011; Mikešová et al., 2013; 
Dąbrowski y Arnaut, 2015; Chau, 2015; Kimáková et al., 2017; Theodossiou et al., 2017).  
En cuanto a la implicación de los CAFs en la resistencia a TFD, se han realizado 
escasos estudios, y en ellos no se han obtenido conclusiones claras, no observándose, 
en general, efectos sobre la efectividad de la TFD (Chen et al., 2015). 
 
Por todo lo mencionado, la investigación dirigida a la búsqueda de mecanismos de 
la resistencia a TFD, escasa en la actualidad, es de gran interés y relevancia, con el 
objetivo de hacer más efectiva esta terapia contra el cáncer cutáneo más extendido a nivel 
mundial, el CBC. Se abordarán tanto mecanismos intrínsecos, como extrínsecos (CAFs). 
En el estudio de la implicación de los CAFs en la TFD este trabajo es pionero, ya que no 
existen trabajos previos donde este tipo de abordajes se haya realizado. 
 
  
  
Objetivos 
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Objetivos 
El carcinoma basocelular (CBC) es el cáncer con mayor incidencia en la población 
mundial. Aunque su tasa de mortalidad es muy baja, es altamente mutilante, apareciendo 
fundamentalmente en zonas fotoexpuestas como la cara, el cuello o las extremidades. 
Por ello, es importante la optimización de terapias selectivas que dañen lo menos posible 
el tejido sano circundante, como es el caso de la terapia fotodinámica (TFD) con metil 
aminolevulinato (MAL), un precursor de fotosensibilizador aprobado en oncología 
dermatológica. 
Además, el CBC presenta una alta tasa de recurrencia, lo que se asocia con la 
resistencia intrínseca o extrínseca a terapias. Los mecanismos intrínsecos se han 
relacionado con diversos procesos, como la obtención ineficiente de la droga, la pérdida 
de adhesión celular o la presencia de células madre del cáncer (CMC) -principales 
responsables de las recidivas-, entre otros. En cuanto a los factores extrínsecos, está 
cobrando gran relevancia, el efecto de los fibroblastos asociados a cáncer (CAFs). Sin 
embargo, éstos han sido escasamente estudiados en CBC. En este sentido, un mayor 
conocimiento de los mecanismos involucrados en la resistencia del CBC a la TFD-MAL 
puede ser de gran utilidad para la optimización de la aplicación clínica de esta terapia. 
 
En este contexto, el objetivo general del presente trabajo consiste en identificar 
factores intrínsecos implicados en la resistencia del CBC a TFD-MAL, así como 
valorar, en una primera aproximación, el papel de los fibroblastos aislados a partir 
de distintos subtipos de CBC en el proceso de resistencia.  
 
En base a este objetivo general se han planteado los siguientes objetivos 
específicos: 
1. Obtener y caracterizar poblaciones resistentes a TFD-MAL de líneas celulares de CBC 
murino con diferentes características genéticas (gen ptch inactivo y presencia o 
ausencia de expresión de p53) mediante:  
a) la valoración de la expresión de moléculas implicadas en la resistencia a TFD 
a nivel de adhesión, CMCs y ruta Wnt/β-cat. 
b) la evaluación de la expresión de marcadores de carcinogénesis en distintos 
tipos de CBC humano. 
2. Evaluar el potencial papel de los CAFs en la respuesta del CBC a TFD, a través de: 
a) el análisis de la expresión de marcadores asociados a CAFs en fibroblastos 
aislados a partir de distintos tipos de CBC humanos. 
b) la valoración del efecto de CAFs procedentes del subtipo de CBC invasivo en 
la respuesta a TFD de una línea de CBC murina. 
 
 
 
  
Materiales y
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3.1. Líneas celulares  
Para los estudios in vitro de resistencia del CBC a TFD se utilizaron tres líneas 
celulares establecidas de queratinocitos procedentes de CBCs originados en modelos 
murinos con genotipos específicos (Aszterbaum et al., 1999; So et al., 2006):  
- ASZ001 (ASZ): ratones ptch+/- irradiados con luz UVB (515 mJ/cm2) tres veces por 
semana desde los 2 hasta los 12 meses de edad (aproximadamente 62 J/cm2 en 
total). 
- BSZ2 (BSZ): ratones ptch+/- K14-CreER, p53floxed/floxed. El gen p53 fue eliminado en 
los queratinocitos basales mediante inyección de tamoxifeno a las 6 semanas de 
edad. Los ratones fueron irradiados con 5 Gy de 137Cs cuando tenían 8 semanas.  
- CSZ1 (CSZ): ratones ptch+/- K5-CrePR, p53floxed/floxed. El gen p53 fue eliminado en 
queratinocitos basales mediante aplicación tópica de mifepristona (RU486), un 
antagonista de la progesterona, cuando los ratones tenían 6 semanas. La línea 
celular se originó a partir de un CBC espontáneo.  
Además se emplearon como controles:  
- P19: línea celular con características stem obtenidas a partir de un carcinoma 
embrionario de un ratón C3H/He macho.  
- NIH/3T3: línea celular de fibroblastos murinos inmortalizados espontáneamente 
con expresión normal de ptch. 
Asimismo, en la segunda parte del trabajo se han empleado cultivos primarios de 
fibroblastos asociados a distintos tipos de CBC, tal y como se indica en el apartado 
siguiente.  
3.1.1. Aislamiento de fibroblastos humanos asociados a CBC 
Los fibroblastos humanos empleados en los ensayos fueron aislados a partir de 
biopsias de pacientes procedentes del Hospital Central de la Cruz Roja San José y Santa 
Adela de Madrid, tras la autorización del Comité Ético del Centro y la firma del debido 
consentimiento informado. 
 Las biopsias se conservaron durante el menor tiempo posible en suero salino. Para 
su cultivo se empleó un protocolo modificado de Beck et al. (2008) y Susan et al. (2011). 
Las biopsias se lavaron primero con etanol (Panreac) en PBS (Phosphate Buffered Saline, 
Thermo Scientific HyClone) 1:1, 3 veces en PBS y se trocearon sobre una placa Petri con 
1 mL de Dispasa II (Sigma) en PBS 1:1. Posteriormente, se añadieron 5 mL más de 
Dispasa II y el tejido se incubó toda la noche a 4 ºC, centrifugándose a continuación a 
1300 rpm 10 min. El pellet se lavó dos veces con medio de cultivo KGM (Keratinocytes 
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Growth Medium) (ver apartado siguiente), centrifugándose tras cada lavado y, por último, 
se resuspendió en medio de cultivo y se sembró en frascos de cultivo F12,5 (Fig. 10). 
Todo el proceso fue llevado a cabo en condiciones de esterilidad. Cuando el cultivo 
alcanzó aproximadamente un 70 % de confluencia, los fibroblastos se separaron de los 
queratinocitos mediante tripsina 0,05 % y se resembraron en frascos F25 en DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) con 10 % de suero fetal bovino (FBS), todo de 
Thermo Scientific HyClone. 
3.2. Cultivos y mantenimiento de las células 
Para el cultivo y mantenimiento de las células se empleó el medio DMEM alto en 
glucosa, suplementado con 1 % de Penicilina/Estreptomicina (P/S) y un 10 % de FBS, 
todo de Thermo Scientific HyClone. En general, se empleó tripsina 0,05 %, excepto para 
las líneas BSZ y CSZ y las células obtenidas a partir de los tumores murinos que se 
empleó una concentración de tripsina de 0,25 %.  
Para el aislamiento de los fibroblastos humanos se empleó un medio de cultivo tipo 
KGM, con la siguiente composición: 3:1 DMEM 4,5 mg/mL glucosa: Ham´s F12 
suplementado con 10 % FBS, 1,8x10-4 M adenina (Sigma), 0,4 μg/mL hidrocortisona 
(Sigma), 5 μg/mL insulina y transferrina (Gibco), 10 ng/mL EGF (Sigma), 1,36 ng/mL 
triyodo-L-tironina (T3), 2 mM L-glutamina (Gibco) y 100 IU/mL-100 μg/mL P/S. Los 
fibroblastos, una vez aislados, se crecieron en DMEM con 10 % de FBS. 
Las células de CBC murino fueron congeladas en DMEM, mientras que los 
fibroblastos se congelaron en FBS; en ambos casos con un 10 % de DMSO 
(Dimetilsulfóxido) (Panreac).  
3.3. Anticuerpos 
Los anticuerpos empleados se recogen en la Tabla 1. Además, para detectar la 
proteína Endoglina se empleó un hibridoma cedido por la Dra. Luisa María Botella 
Etanol/PBS PBS 
1X 
x3 
Dispasa   
18h 
4 ºC 
Fig. 10 Aislamiento de fibroblastos a partir de biopsias de CBC. Para aislar fibroblastos a partir de las biopsias humanas 
de distintos tipos de CBC, se lavaron las muestras con etanol/PBS 1:1 y tres veces con PBS. A continuación se trocearon 
mecánicamente y se incubaron con Dispasa II durante 18 h a 4 ºC. Al día siguiente, tras una serie de lavados y 
centrifugaciones con medio tipo KGM, se sembraron y se dejaron crecer. 
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(Instituto de Investigaciones Biológicas, Madrid, CSIC). Asimismo, se usó Phalloidin-Alexa 
546 (Sigma) para la detección de la F-actina mediante microscopía de fluorescencia.  
Anticuerpo Casa comercial Técnica 
Primario 
Mouse monoclonal anti-E-cadherin BD Transduction Laboratories WB, IF 
Mouse monoclonal anti-MMP-9  Santa Cruz Biotechnologies IF 
Mouse monoclonal anti-Nanog Santa Cruz Biotechnologies IF 
Mouse monoclonal anti-N-cadherin Zymed WB, IF 
Mouse monoclonal anti-Sox2 Cell Signaling IF 
Mouse monoclonal anti-vinculin Sigma WB, IF 
Mouse monoclonal anti-β-actin Abcam WB 
Mouse monoclonal anti-β-catenin BD Transduction Laboratories WB,IF 
Mouse monoclonal anti-β-catenin active  Millipore IF 
Rabbit monoclonal anti-Galectin-1  Cell Signaling WB, IF 
Rabbit monoclonal anti-GAPDH Abcam WB 
Rabbit monoclonal anti-Glutathione synthetase Abcam WB, IF 
Rabbit monoclonal anti-gsk3β  Abcam WB, IF 
Rabbit monoclonal anti-Oct4A Cell Signaling IF 
Rabbit monoclonal anti-S100A4  Cell Signaling IF 
Rabbit monoclonal anti-UCP2 Cell Signaling WB, IF 
Rabbit polyclonal anti-alpha smooth Actin  Abcam WB, IF 
Rabbit polyclonal anti-Fap-1  Santa Cruz Biotechnologies WB, IF 
Rabbit polyclonal anti-Hemeoxygenase-1 Cell Signaling WB, IF 
Rabbit polyclonal anti-p53  Novocastra WB 
Rabbit polyclonal anti-vimentin  Abcam WB,IF 
Actin-Smooth Muscle Clone 1A4  Vitro IHQ 
Cyclin D1 Clone SP4  Vitro IHQ 
Epidermal growth factor receptor Clone EP22 Vitro IHQ 
P53 Clone SP5 Vitro IHQ 
Podoplanin Clone D2-40 Vitro IHQ 
Sox-2 Clone SP76 Vitro IHQ 
Secundario 
Goat anti-mouse Alexa Fluor® 488  Life Technologies IF 
Goat anti-mouse IgG peroxidase conjugate  Thermo Fisher WB 
Goat anti-rabbit Alexa Fluor® 546  Invitrogen IF 
Goat anti-rabbit IgG Horseradish peroxidase conjugate  Thermo Fisher WB 
Tabla 1 Anticuerpos primarios y secundarios empleados en inmunofluorescencia (IF), Western Blot (WB) e 
inmunohistoquímica (IHQ). 
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3.4. Terapia fotodinámica y generación de líneas resistentes de CBC  
Para los tratamientos fotodinámicos se empleó el compuesto precursor del 
fotosensibilizador PpIX, MAL (Sigma). Las células fueron incubadas durante 5 h a 
concentraciones determinadas de MAL en DMEM sin FBS (Stock 10 mM en agua 
destilada) e irradiadas con dosis variables de luz roja, con una lámpara de LEDs (Light 
Emission Diode) rojos (635 nm) (Segainvex, UAM) con una irradiancia de 7,5 mW/cm2. El 
tiempo de incubación se fijó en 5 h en base a estudios previos del laboratorio, que indican 
que se produce suficiente cantidad de PpIX, pero sin ser tóxica per se. Las células 
resistentes fueron generadas a partir de las líneas celulares parentales (P) ASZ, BSZ y 
CSZ sometidas a 10 ciclos de TFD-MAL (Milla et al., 2011). En cada ciclo se seleccionaron 
condiciones de tratamiento que ocasionaban una supervivencia inferior al 20 % (evaluada 
mediante ensayo MTT). Para el primer ciclo se fijó una misma dosis de luz para las tres 
líneas (2 J/cm2) y se buscó la concentración de MAL adecuada, quedando ésta fijada para 
el resto de ciclos (0,3 mM ASZ, 0,4 mM BSZ y 0,2 mM CSZ). Una vez fijadas las 
concentraciones, se procedió a incrementar la dosis de luz en cada ciclo, según fuese 
necesario, para obtener la supervivencia indicada (menor al 20 %). Las células que 
sobrevivían al tratamiento se dejaban crecer hasta alcanzar confluencia, momento en el 
que eran amplificadas y sometidas a un nuevo tratamiento de TFD variando la dosis en 
base al mismo criterio de supervivencia. Se repitió este proceso 10 veces para obtener 
líneas resistentes (10ªG) (Fig. 11). 
La tasa de resistencia de las 10ªG frente a las P se determinó mediante el índice 
fold-change para unas condiciones de tratamiento (concentración y dosis de irradiación) 
determinadas: 
                                     𝐹𝑜𝑙𝑑 − 𝑐ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 =
% 𝑆𝑢𝑝𝑒𝑟𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 10ª𝐺
% 𝑆𝑢𝑝𝑒𝑟𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑃
 
P 10ªG 
MAL 
Irradiación 
10 ciclos 
P  10ªG  
Aislamiento de 
células a partir de 
los tumores 
P T  10ªG T 
Fig. 11 Obtención de líneas de CBC resistentes a TFD. Se generaron líneas resistentes a 10 ciclos de TFD (10ªG) a 
partir de las líneas P, incubándolas con MAL e irradiándolas a tiempos variables con luz roja y dejando crecer las 
supervivientes. Las líneas P y 10ºG fueron inyectadas en ratones, en los que generaron tumores. A partir de estos tumores 
se aislaron mediante explante las células P T y 10ªG T. 
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3.4.1. TFD con medio condicionado de fibroblastos 
Para los ensayos de TFD con medio condicionado de fibroblastos humanos, se 
seleccionó la línea celular CSZ. Sus poblaciones P y 10ªG fueron sembradas en placas 
P24 en una concentración de 1,4x10-4 células/mL. Por otra parte, se condicionó el medio 
DMEM 0,5 % FBS durante 24 h con fibroblastos seleccionados para este ensayo (control 
SL01 y CAFs invasivos SL15). A continuación, se añadió el medio condicionado a las 
placas con las células neoplásicas y se co-cultivaron durante 48 h. Para los tratamientos 
fotodinámicos se administró la droga en medio condicionado sin FBS y se siguió el 
protocolo descrito anteriormente para la TFD en este tipo celular (5 h de incubación con 
0,2 mM MAL e irradiación con distintas dosis de luz roja). La supervivencia se evaluó 
mediante ensayo MTT. 
3.5. Ensayos de tumorogenicidad 
Para los estudios de tumorigenicidad de las líneas murinas de CBC se emplearon 
ratones hembras Athymic Nude-Foxn1nu de 8 semanas de edad (Envigo, Francia). Estos 
ratones presentan una mutación autosómica recesiva en el locus nu del cromosoma 11. 
Son ratones albinos sin pelo o con un posible crecimiento intermitente del mismo. Sus 
células B tienen una función normal pero tienen un timo rudimentario disfuncional. Son 
deficientes en células T y no generan células citotóxicas efectoras, lo que los hace 
inmunocomprometidos y no muestran rechazo contra injertos.  
Los ratones fueron repartidos de forma aleatoria en 3 grupos de 5 ratones (Tabla 
2). Cada individuo fue identificado mediante una marca en la oreja (ø, OD, OI, 2OD, ODOI). 
Cada grupo fue inoculado en el flanco izquierdo con la línea P y en el derecho con la línea 
resistente 10ªG. Se inocularon 1,5 millones de células en 50 μL de PBS y 50 μL de 
Matrigel® (Corning), el cual está compuesto de laminina, colágeno IV, entactina y 
proteoglicanos (Tilley et al., 2016). Durante los días siguientes se realizó el seguimiento 
de los animales, midiéndose el progresivo aumento del tamaño de cada uno de los 
tumores visibles con un calibre automático. Se tomó como volumen total del tumor la suma 
del volumen de todos los lóbulos. El volumen de cada tumor fue calculado con la siguiente 
formula:  
 
                      𝑉 =
4
3
𝜋 ∗ (
𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑+𝑎𝑛𝑐ℎ𝑜+𝑝𝑟𝑜𝑓𝑢𝑛𝑑𝑖𝑑𝑎𝑑
3
2
)
3
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Cuando los tumores, parentales o resistentes, alcanzaron un volumen total máximo 
de aproximadamente 500 mm3 se procedió al sacrificio de los animales mediante CO2. 
Tras el sacrificio, se extirparon los tumores y cada uno de ellos se dividió en 3 partes que 
fueron sometidas a distintos procesamientos: (1) se fijaron en formaldehído al 3,7 % en 
PBS (Panreac) para estudios histopatológicos, (2) se congelaron a -80 ºC para estudios 
moleculares, (3) se lavaron en etanol y se conservaron en PBS conteniendo 2 µg/mL de 
anfotericina B (Fisher Scientific) hasta su siembra para el aislamiento de los queratinocitos 
tumorales. 
3.5.1. Aislamiento de queratinocitos de CBC murino 
El cultivo celular de los tumores inducidos por la inyección de las células de CBC se 
realizó por explante. Las muestras conservadas en PBS fueron lavadas con etanol/PBS 
1:1 en esterilidad y posteriormente con PBS estéril 3 veces. Después fueron disgregadas 
mecánicamente con un bisturí y sembradas sobre placas de Petri de 35 mm de diámetro 
con medio de cultivo DMEM suplementado con 1 % P/S, 10 % FBS y 1 % anfotericina B. 
Cuando comenzaron a formar las primeras colonias de queratinocitos, estos fueron 
aislados mediante tripsinización y las poblaciones fueron denominadas P T y 10ªG T 
(Giard et al., 1973) (Fig. 11). 
3.6. Morfología de las células en cultivo 
La morfología celular se estudió mediante microscopía de contraste de fases (CF) 
y mediante microscopía de campo claro previa tinción de las células con azul de toluidina 
(Sigma). En este caso, las células fueron sembradas sobre cubreobjetos, fijadas en 
metanol absoluto (Panreac) a -20 ºC durante 7 min, dejadas secar al aire y posteriormente 
teñidas con azul de toluidina 0,025 % en agua destilada durante 5 min. A continuación, 
los cubreobjetos se lavaron abundantemente con agua destilada, se secaron al aire, se 
sumergieron en xilol y se montaron en definitivo con DePeX (Serva). 
Nº de ratones Línea celular Población  Flanco 
5 ASZ 
P Izquierdo 
10ªG Derecho 
5 BSZ 
P Izquierdo 
10ªG Derecho 
5 CSZ 
P Izquierdo 
10ªG Derecho 
Tabla 2 Diseño del experimento de tumorogenicidad en modelo murino.  
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3.7. Tamaño, complejidad y ciclo celular  
El análisis del tamaño, la complejidad y la distribución en el ciclo celular se realizó 
mediante citometría de flujo (Cytomics FC500 de 1 láser, Beckman Coulter). Las células 
fueron tripsinizadas y lavadas en PBS mediante centrifugación. Para la evaluación del 
tamaño celular se tomó como medida el forward scatter. Esta medida varía con el tamaño 
celular, el índice de refracción y la presencia de material con distinta absorción de luz; se 
consideró que no existirían cambios en estos dos últimos entre las líneas P y 10ªG. La 
complejidad celular fue evaluada mediante el side scatter, que nos proporciona 
información de la granulosidad y complejidad estructural del interior celular.  
 Para el análisis del ciclo celular se empleó el kit DNAprep (Beckman Coulter). El 
pellet obtenido mediante centrifugación se resuspendió en 50 µL del detergente del kit y 
se añadió 1 mL de yoduro de propidio, incubándose durante 30 min a 37 ºC. 
Posteriormente, las células se conservaron a 4 ºC en oscuridad hasta su medida. Se 
realizaron al menos tres experimentos. 
3.8. Supervivencia celular 
La evaluación de la supervivencia celular, tras los diferentes tratamientos, se llevó 
a cabo mediante el ensayo MTT, basado en la reducción metabólica de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, en sal de formazán, un compuesto liposoluble de color azul. 
Transcurridas 24 h de los tratamientos, los cultivos fueron incubados con una disolución 
de MTT 500 μg/mL (Sigma) en DMEM durante 3 h. El formazán fue solubilizado con 
DMSO. La lectura de la densidad óptica se realizó en un lector de placas (SpectraFluor, 
Tecan) a 542 nm. Los porcentajes de supervivencia celular se calcularon en relación a los 
controles no tratados (Mosmann, 1983). 
3.9. Proliferación celular 
La tasa de proliferación de las diferentes líneas celulares se determinó utilizando el 
ensayo de formación de colonias o de clonogenicidad. Para ello, se sembró un mismo 
número de células de cada tipo celular (250/pocillo) en placas P6 con o sin Matrigel® y se 
dejaron crecer durante 7 días. Posteriormente, los cultivos se lavaron con PBS frío (4 ºC) 
y se tiñeron con cristal violeta (Aldrich Company, Inc) 0,2 % en 2 % etanol en agua 
destilada durante 20 min en agitación a temperatura ambiente. A continuación se lavaron 
con PBS, las placas se dejaron secar y las colonias fueron contabilizadas en número y 
clasificadas en grupos en función del tamaño (pequeñas <1,5 mm; medianas > 1,5 mm y 
< 2,5 mm; y grandes > 2,5 mm). Asimismo, las células se lisaron y el colorante se 
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resuspendió con SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 1 % (Panreac) y la densidad óptica se 
midió con el lector de placas  a 570 nm. Para el recubrimiento con Matrigel® a cada placa 
se le añadieron 50 µl del producto a una concentración de 500 µg/mL, se dejaron secar 
durante 1 h y se retiró, a continuación, el excedente. Las placas se lavaron con medio sin 
suero y se mantuvieron con medio sin suero limpio hasta la siembra de las células. 
3.10. Producción y localización subcelular de PpIX 
La producción de PpIX a partir de MAL se determinó mediante citometría de flujo. 
Para ello, las células se incubaron durante 5 o 24 h con la concentración adecuada de 
MAL. Posteriormente, se tripsinizaron, se centrifugaron 7 min a 1600 rpm y se fijaron en 
1 mL de formaldehído 3,7 % en PBS a temperatura ambiente durante 10 min. El fijador se 
eliminó por centrifugación (5 min a 1600 rpm), las células se lavaron dos veces en PBS y 
se mantuvieron en oscuridad a 4 ºC hasta su evaluación en el citómetro (FC500 Cytomics 
2 láseres, Beckman Coulter).  
La localización subcelular de la PpIX en los cultivos se determinó mediante 
microscopía de fluorescencia. Para ello, las células crecidas sobre cubreobjetos se 
incubaron 24 h con distintas concentraciones de MAL en DMEM 1 % FBS y 
posteriormente observadas en un microscopio de fluorescencia Olympus BX-61 utilizando 
la línea de excitación de 546 nm.  
3.11. Producción de ROS  
La producción de ROS, en los fibroblastos aislados de CBCs, se estudió mediante 
citometría de flujo. Para ello se incubaron las células con Dihidrofluoresceína Diacetato 
(DHF-DA), la cual entra en las células, se desacetoxila a un compuesto no fluorescente, 
que al ser oxidado da lugar a la fluoresceína, un compuesto fluorescente (Hempel et al., 
1999). Los cultivos celulares se incubaron con 6 µM de DHF-DA (Abcam) durante 1 h en 
DMEM sin FBS. Transcurrido ese tiempo las células se tripsinizaron y centrifugaron 10 
min a 2100 rpm. Se fijaron con formaldehído 3,7 % en PBS durante 15 min a temperatura 
ambiente. El fijador fue retirado mediante centrifugación (5 min a 2100 rpm). Se 
conservaron en PBS a 4 ºC hasta su medida en el citómetro (FC500 Cytomics 2 láseres, 
Beckman Coulter). 
3.12. Extracción de ARN, RT-PCR y análisis de expresión por arrays 
El ARN mensajero (ARNm) fue aislado utilizando el mini kit RNeasy de Qiagen. La 
concentración y la pureza (ratio A260:A280≥1,8) del ARN se determinaron mediante 
espectrofotometría (NanoDropND1000, Nanodrop Technologies). 
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La expresión de ARNm se evaluó mediante RT-PCR (Reverse Transcription 
Polymerase Chain Reaction) utilizando los reactivos correspondientes de Roche y los 
primers específicos (Tabla 3). El análisis semicuantitativo de los resultados de la PCR se 
realizó utilizando el método DDCt (software LC480 1.5) que corrige los datos de Cq 
obtenidos con cada muestra para el gen analizado en relación al valor del gen de 
referencia ARNr (ARN ribosómico) 18S de cada ADN complementario (ADNc). Fue 
necesaria la preamplificación de las secuencias de MMP-1, MMP-9, Nanog y Oct4. Los 
genes Nanog y Oct4 mostraron expresiones muy bajas tras dicha preamplificación, 
llegando a no detectarse en algunos extractos, por lo que se consideró que los datos 
mostrados en el apartado de resultados no son totalmente concluyentes. Asimismo, 
Aldh1a1 no fue detectada en alguno de los extractos analizados, lo que impidió realizar 
análisis estadístico por falta de repeticiones. Los análisis fueron realizados en la Unidad 
Genómica Antonia Martín Gallardo de la Fundación Parque Científico de Madrid 
(Cantoblanco, Madrid). 
El análisis de expresión de genes relacionados con estrés oxidativo en CAFs de 
CBCs de pacientes se llevó a cabo mediante matrices o arrays (Qiagen). Para ello, en 
primer lugar y con el objetivo de seleccionar aquellas muestras válidas para este tipo de 
análisis, se realizó un estudio de integridad del ARN utilizando el bioanalizador Agilent 
2100 (Agilent Technologies). Los distintos ARNs extraídos se separaron mediante 
Gen Especie Forward Reverse 
Abcg2 Ratón GCACAGAAGGCCTTGGAGTA AGGGTTGTTGTAGGGCTCAC 
Aldh1a1 Ratón CCTTGCATTGTGTTTGCAGATG GCTCGCTCAACACTCCTTTTC 
E-cad Ratón ATCCTCGCCCTGCTGATT ACCACCGTTCTCCTCCGTA 
Nanog Ratón GCCTCCAGCAGATGCAAG GGTTTTGAAACCAGGTCTTAACC 
Oct4 Ratón GTTGGAGAAGGTGGAACCAA CTCCTTCTGCAGGGCTTTC 
p53 Ratón GCAACTATGGCTTCCACCTG TTATTGAGGGGAGGAGAGTACG 
ptch wt Ratón CTGCGGCAAGTTTTTGGTTG AGGGCTTCTCGTTGGCTACAAG 
ptch mutado Ratón GCCCTGATGAACTGCAGGACG CACCGGGTAGCCAACGCTATGTC 
Sox2 Ratón TCAAAGAGATACAAGGGAATTGG GGATGGGATTGGTGGTTTTT 
FAP-1 Humano TCTAAGGAAAGAAAGGTGCCAA  GATCAGTGCGTCCATCATGAAG 
GAL-1 Humano TGGTCGCCAGCAACCTGAATCTCA TAGTTGATGGCCTCCAGGTTGAGG 
MMP-1 Humano CATGAAAGGTGGACCAACAATTT CCAAGAGAATGGCCGAGTTC 
MMP-9 Humano TTGACAGCGACAAGAAGTGG GCCATTCACGTCGTCCTTAT 
S100A4 Humano AGTTCAAGCTCAACAAGTCAGAACTAA TCATCTGTCCTTTTCCCCAAGA 
α-SMA Humano GCAGCCCAGCCAAGCACTGT  TGGGAGCATCGTCCCCAGCA 
Tabla 3 Secuencias de los primers empleados para el análisis del ARNm mediante RT-PCR de los genes 
correspondientes, tanto los empleados en las muestras de ratón cómo en las de humano. 
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electroforesis en gel de agarosa y, utilizando un software específico, se obtuvo un 
resultado cualitativo y cuantitativo reflejado en los correspondientes electroferogramas 
(perfiles de picos) (Fig. 12). En ellos, además de la concentración de ARN total de la 
muestra, se indica el estado de los ARN ribosómicos (ARNr) 5S, 18S y 28S. La relación 
18S/28S se utiliza para caracterizar el estado del ARN de la muestra y se expresa 
mediante un algoritmo denominado RIN (número de integración del ARN, RNA Integrity 
Number). Además, se validó por RT-PCR la expresión de tres genes seleccionados: UCP2 
(Uncoupling Protein 2), HO-1 y GSS (Glutatión sintetasa); con las sondas TaqMan 
(Thermo Fisher Scientific) específicas y tomando como referencia la β-actina. Estos 
análisis fueron realizados en la Unidad de Genómica del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas Alberto Sols (Madrid). 
 
3.13. Inmunofluorescencia 
El análisis de la localización y del patrón de expresión intracelular de determinadas 
proteínas se llevó a cabo mediante IF. Para ello, las células fueron sembradas sobre 
cubreobjetos, fijadas con formaldehído 3,7 % en PBS durante 30 min a 4 ºC y 
permeabilizadas con Tritón X-100 0,1 % en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. 
A continuación, se incubaron durante 1 h a 37 ºC con el anticuerpo primario 
correspondiente (Tabla 1), se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo 
secundario apropiado durante 45 min a 37 ºC. Los anticuerpos primarios y secundarios 
se administraron diluidos en PBS/BSA 0,5 % (Bovine Serum Albumin, Sigma) a las 
concentraciones recomendadas por las casas comerciales. Por último, las muestras se 
montaron con ProLong® conjugado con DAPI (Life Technologies) para la contratinción 
nuclear. 
Grupo Muestra RIN 260/280 
Control 
SL01 9,6 2,1 
SL02 9,4 2,09 
SL03 9,5 2,13 
SL13 9,3 1,97 
Superficial 
SL07 9,5 1,98 
SL08 9,6 1,88 
SL09 9,5 2,08 
SL16 9,6 2,09 
Nodular 
SL04 8,8 1,57 
SL05 8,6 1,86 
SL06 8,8 2,11 
SL14 8,7 2,06 
Invasivo 
SL10 9,6 2,05 
SL11 9,6 2,08 
SL12 9,5 2,03 
SL15 9,6 1,95 
ARN degradado 
ARN íntegro 
Fig. 12 Estado del ARN de los 
fibroblastos aislados a partir 
de CBCs humanos. Se 
caracterizó el estado del ARN, 
previamente a la realización de 
los arrays, mediante la relación 
18S/28S y expresado mediante 
el algoritmo RIN. Los valores 
de RIN pueden oscilar de 0 a 1, 
siendo 0 un ARN totalmente 
degradado y 10 uno en 
condiciones óptimas. Como se 
puede observar en la tabla, 
todas las muestras 
presentaron valores de RIN 
superiores a 8.5 lo que indica 
un buen estado del ARN. 
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3.14. Electroforesis de proteínas y Western Blot   
Los extractos celulares fueron obtenidos con el buffer RIPA/Tritón pH 7,4 (Bioworld) 
con inhibidores de fosfatasas (PhosSTOP EASYpack, Roche) y de proteasas (cOmplete 
ULTRA Tablets Mini EDTA-free EASYpack, Roche), siguiendo las instrucciones de los 
fabricantes. Se determinó la concentración de proteína de los extractos obtenidos de cada 
una de las muestras, mediante el método de cuantificación colorimétrico basado en el 
ácido bicinconínico (BCA Protein Assay Kit, Pierce). Posteriormente, los extractos se 
diluyeron en tampón Laemmli (Bio-Rad) y las electroforesis se realizaron en geles de 
acrilamida/bisacrilamida al 6, 7,5, 10 o 12 % en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), utilizando un soporte “Miniprotean” (Bio-Rad). Posteriormente, las proteínas 
fueron transferidas a membranas de PVDF (Polifluoruro de vinilideno) (Bio-Rad) con el 
sistema de transferencia TransBlot Turbo (Bio-Rad). Las membranas se bloquearon con 
leche en polvo desnatada o BSA al 5 % en TBS (Tris-Buffered Saline)-Tween® 20 al 0,1 %, 
según el requerimiento del anticuerpo, durante al menos 1 h a temperatura ambiente en 
agitación. Después se incubaron con el anticuerpo primario diluido en la misma solución 
de bloqueo durante toda la noche a 4 ºC en agitación, se lavaron con TBS-Tween® 20 
0,1 % y se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa, 
durante 2 h a temperatura ambiente (Tabla 1). El revelado se llevó a cabo mediante 
quimioluminiscencia (kit ECL Plus, Amershan) utilizando el sistema de alta definición 
ChemiDocTR XRS+ (Bio-Rad). Las bandas correspondientes a las diferentes proteínas 
fueron digitalizadas utilizando el programa Image Lab versión 3.0.1 (Bio-Rad).  
La concentración de proteínas en los medios de cultivo condicionados con 
fibroblastos fue determinada mediante el método del BCA. 
3.15. Análisis de la actividad de MMPs 
El análisis de la actividad de la MMP-2 y MMP-9 se realizó mediante zimografía. 
Para ello, se condicionó medio de cultivo DMEM 0,5 % FBS durante 24 h con fibroblastos. 
Se recogió el medio, se centrifugó 5 min a 5.000 rpm y se congeló con Laemmli 1X. Para 
la realización de la zimografía se emplearon geles de electroforesis de poliacrilamida 10 % 
con gelatina (Bio-Rad). Se realizó la electroforesis en condiciones no desnaturalizantes 
en un soporte “Miniprotean” a 80 V. A continuación se realizaron 3 lavados de 30 min con 
Tritón X100 2,5 % en H2O destilada, un lavado con H2O destilada y se incubó a 37 ºC en 
Buffer de revelado (50 mM Tris HCl pH 7,5; 200mM NaCl; 10 mM CaCl2). Se tiñó el gel 
con Azul de Coomassie (0,5 g Azul de Coomassie; 50 mL ácido acético glacial; 100 mL 
metanol; 350 mL H2O destilada) y se destiñó con la solución correspondiente (500 mL 
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metanol; 100 mL ácido acético glacial; 400 mL H2O destilada). La toma de imágenes y la 
digitalización de las bandas se realizaron de igual modo que para los WB. 
3.16. Estudios histólogicos 
Las muestras de tumor destinadas al análisis histológico se fijaron por inmersión en 
formaldehído 3,7 % en PBS durante 12 h a 4 ºC. Posteriormente, se lavaron y 
deshidrataron en series crecientes de alcoholes antes de su inclusión en parafina. Las 
secciones histológicas (5 μm de espesor) se montaron sobre portaobjetos con carga 
electrostática (Superfrost® Plus, Thermo Scientific). Finalmente, las secciones se 
desparafinaron (15 min en xilol, Panreac), se hidrataron en series de alcohol decrecientes 
(15 min en etanol 100 %, 5 min en etanol 96 % y 5 min en etanol 70 %) y se lavaron con 
agua destilada.  
3.16.1. Tinción con Hematoxilina/Eosina (H/E) y con Rojo de alizarina 
Para los estudios morfológicos las secciones se tiñeron con hematoxilina durante 5 
min, se lavaron abundantemente con agua y se sumergieron en eosina alcohólica durante 
6 min (Panreac). Finalmente, se lavaron con agua, se deshidrataron en series crecientes 
de alcohol, se pasaron por xilol y se montaron con DePex. Para la tinción de depósitos de 
calcio, las secciones de las tumores de los ratones se tiñeron 12 min con rojo de alizarina 
0,1 % KOH 0,5 % en agua destilada, pH 4,1-4,3. Tras la tinción se deshidrataron las 
muestras con pases en acetona, acetona/xilol 1:1 y xilol y se montaron en DePex. 
3.16.2. Inmunohistoquímica  
Las secciones procedentes de las biopsias de los pacientes fueron procesadas de 
acuerdo a los protocolos seguidos por el Hospital Central de la Cruz Roja San José y 
Santa Adela (Madrid), utilizando productos de la casa comercial Vitro. Brevemente, las 
secciones se desparafinaron e hidrataron con el buffer correspondiente, procediéndose 
posteriormente a la inhibición de la peroxidasa endógena con peróxido de hidrógeno. A 
continuación, se realizó la incubación con el anticuerpo primario durante el tiempo 
indicado por la casa comercial (Tabla 1). Se incubó con el amplificador del anticuerpo 
primario durante 15 min. Posteriormente, las muestras se incubaron con el Master Polimer 
Plus durante 30 min a temperatura ambiente, evitando su exposición a la luz. Se aclaró 
con Buffer Tween® 20 entre cada uno de los pasos anteriores. Las muestras se revelaron 
con diaminobenzidina (DAB) durante 5 min a temperatura ambiente. A continuación, las 
preparaciones se lavaron con agua destilada y se incubaron con el intensificador de la 
tinción, el DAB Enhacer, durante 2 min. Una vez lavadas con agua destilada, las muestras 
se contrastaron con hematoxilina durante 1-2 min, se lavaron con agua corriente y se 
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deshidrataron en alcoholes (70, 80, 90 y 99 %), se pasaron por xilol y se montaron con 
medio de montaje permanente. 
3.17. Microscopía y análisis estadísticos 
Las observaciones microscópicas y la captura de imágenes se realizaron utilizando 
un microscopio de epifluorescencia acoplado a una cámara CCD DP70 (Olympus BX-61), 
con filtros de luz de excitación UVA (360-370 nm, filtro de excitación UG-1), azul (450-490 
nm, filtro de excitación BP 490) o verde (570-590 nm, filtro de excitación DM 590).  
Todos los experimentos fueron realizados, al menos, tres veces -exceptuando la 
actividad de MMPs-. Las pruebas estadísticas correspondientes se llevaron a cabo 
utilizando la versión 24.0 del paquete estadístico SPSS Statistics (IBM®).  
El análisis de las variables paramétricas se realizó mediante un análisis de la 
varianza ANOVA de un factor. Se realizó una prueba post hoc de Bonferroni y t-Student 
para comparaciones por parejas (*: P<0,1; **: P<0,05; ***: P<0,01; ****: P<0,001), entre 
aquellas variables que no presentaban significación estadística en la prueba de 
homogeneidad de la varianza de Levene. Se empleó la prueba de Games-Howell para 
aquellas variables paramétricas con significación estadística en la prueba de la varianza 
de Levene. 
Para variables no paramétricas -el volumen de las lesiones acumuladas en el 
modelo murino para cada día-, se utilizó el análisis bivariante de Kruskall-Wallis para 
evaluar la existencia de diferencias entre todas las condiciones estudiadas y, 
posteriormente, el test U de Mann-Whitney para muestras independientes para realizar 
las comparaciones por parejas fijando el nivel de significación en P<0,05. 
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4.1. Resistencia de líneas de CBC murino a TFD 
4.1.1. Obtención de líneas celulares resistentes 
Para el estudio del proceso de resistencia del CBC a TFD se utilizaron las líneas 
ASZ, BSZ y CSZ. A partir de dichas células, que denominamos parentales (P), se 
generaron poblaciones resistentes a 10 ciclos de TFD (10ªG) de acuerdo a lo descrito por 
Milla et al. (2011). Para obtener la primera generación se fijó la dosis inicial de irradiación 
(2 J/cm2) y se buscaron las concentraciones de MAL a las cuales el tratamiento 
ocasionaba un 80 % de letalidad para cada línea celular. Dichas concentraciones fueron 
0,3 mM, 0,4 mM y 0,2 mM para las ASZ, BSZ y CSZ, respectivamente. Las siguientes 
generaciones se obtuvieron administrando estas mismas concentraciones de MAL y 
variando las dosis de luz. Cuando las células supervivientes a cada tratamiento 
alcanzaban la confluencia, eran sometidas a un nuevo ciclo de TFD. La Tabla 4 recoge 
las condiciones de tratamiento que se aplicaron para la obtención de las distintas 
generaciones resistentes.  
Una vez obtenidas las 10ªG, se procedió a validar su resistencia. Para ello, ambas 
poblaciones, P y 10ªG, fueron sometidas a una nueva TFD utilizando las concentraciones 
fijadas de MAL para cada una de las líneas y dos dosis de luz roja (1,35 y 2,25 J/cm2). La 
Fig. 13 A muestra cómo las células P de las tres líneas (ASZ, BSZ y CSZ) eran sensibles 
a la TFD produciéndose un porcentaje significativo de muerte con ambas dosis (P<0,001; 
CSZ P con 1,35 J/cm2 P<0,05). Bajo estas mismas condiciones, las poblaciones 10ªG no 
disminuyeron su supervivencia de forma significativa respecto al control. Comparando la 
supervivencia de las poblaciones P y 10ªG de cada línea, se observó que con la dosis 
más baja (1,35 J/cm2) la línea celular ASZ 10ªG era significativamente más resistente 
(P<0,001), y la de BSZ (P<0,05) y CSZ (1,35 J/cm2 P<0,05; 2,25 J/cm2 P<0,01) lo eran 
Nº Generación ASZ: 0,3 mM MAL BSZ: 0,4 mM MAL CSZ: 0,2 mM MAL 
1ª 2 J/cm2 
2ª 
4 J/cm2 
3 J/cm2 
4 J/cm2 
3ª 
4ª 
4,5 J/cm2 
5ª 
6ª 5 J/cm2 
7ª 4,5 J/cm2 6 J/cm2 
8ª 
5 J/cm2 7,5 J/cm
2 
9ª 10 J/cm2 
10ª 5,5 J/cm2 12 J/cm2 
Tabla 4 Obtención de líneas celulares murinas resistentes a TFD. Se indican las distintas condiciones empleadas para 
generar, a partir de las líneas P de CBC murino, ASZ, BSZ y CSZ, células resistentes a 10 ciclos de TFD-MAL (10ªG). Se 
seleccionaron en cada ciclo las condiciones que causaban un porcentaje de muerte igual o superior al 80 % (de acuerdo al 
ensayo MTT). Se mantuvo constante la concentración de MAL para cada línea. 
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con ambas dosis. El índice fold-change fue superior a 1 en todas las líneas celulares (Fig. 
13 B). 
4.1.2. Características diferenciales de las poblaciones P y 10ªG 
4.1.2.1. Aspectos morfológicos 
 Las características morfológicas de las poblaciones P y 10ªG, de cada línea celular, 
analizadas tras la tinción de las células con azul de toluidina se muestran en la Fig. 14. 
La población ASZ P posee una morfología más alargada y fibroblastoide que las 
poblaciones BSZ y CSZ P, que muestran un aspecto más poligonal. Además, las células 
ASZ P tienden a crecer de forma aislada, mientras que las otras dos poblaciones forman 
colonias bien definidas en las que las células se encuentran adheridas unas a otras. La 
población ASZ 10ªG no presenta cambios llamativos en su morfología respecto a su P, 
pero sí parece apreciarse una mayor presencia de células alargadas en los cultivos. Por 
su parte, las células BSZ 10ªG muestran, en general, una forma más alargada que sus P. 
El cambio más relevante se observó en CSZ 10ªG, apreciándose dos morfologías 
diferenciadas en los cultivos: una población de células con tipología similar a las P 
(poligonal y con crecimiento en colonias) y una segunda población fibroblastoide que 
tiende a situarse alrededor de la población poligonal. 
Fig. 13 Resistencia a TFD de las poblaciones 10ªG. Se 
analizó la resistencia a TFD de las 10ºG respecto a sus P 
mediante el ensayo MTT. Para cada línea se empleó la 
concentración de MAL con la que se generaron las 10ªG (0,3 
mM ASZ; 0,4 mM; CSZ 0,2 mM). (A) La población ASZ 10ªG 
era significativamente más resistente que su P con 1,35 
J/cm2 de luz roja, y BSZ y CSZ 10ªG con ambas dosis. *: 
Diferencia significativa respecto al control sin irradiar para 
esa misma línea; †: Diferencia de la 10ºG respecto a su P 
para una misma dosis de luz. (B) El índice fold-change indicó 
mayor resistencia de las 10ªG a TFD que las P en las tres 
líneas celulares. (**: P<0,05; ***: P<0,01; ****: P<0,001). 
B 
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4.1.2.2. Tamaño y complejidad celular 
El tamaño y la complejidad celular se evaluaron mediante citometría de flujo. El 
análisis del tamaño celular (forward scatter) (Fig. 15 A) reveló una disminución del mismo 
en las células 10ªG respecto a sus P, especialmente en el caso de CSZ, cuya 10ªG 
presentó una notable reducción de la población de células de mayor tamaño. El análisis 
de la complejidad celular (side scatter) (Fig. 15 B), indicó que la de las poblaciones ASZ 
y BSZ 10ªG era muy similar a la de sus P; en CSZ 10ªG se redujo y la población resultó 
más homogénea.  
Fig. 14 Morfología de las poblaciones P y 10ªG de CBC murino. Imágenes de las células tras su tinción con azul de toluidina. 
Las ASZ P eran células con aspecto espinoso (flecha) y que crecían aisladas. Las BSZ y CSZ P mostraban una morfología 
poligonal (asterisco) y crecían en colonias apretadas. En ASZ y BSZ 10ªG se observaron células con una morfología más 
alargada o fibroblastoide (flecha). En los cultivos de CSZ 10ªG se apreciaron dos morfologías celulares diferenciadas, unas 
poligonales pequeñas que crecían formado colonias (asterisco) y otras fibroblastoides que crecían rodeando a las primeras 
(flecha). 
P 10ªG 
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Fig. 15 Tamaño y complejidad celular de las poblaciones P y 10ªG de CBC murino. Se estudiaron el tamaño (forward 
scatter) y la complejidad celular (side scatter) mediante citometría de flujo. (A) Se apreció una ligera disminución del tamaño 
en todas las poblaciones 10ªG respecto a sus P, especialmente en CSZ. (B) La complejidad sólo parecía disminuir en la 
población CSZ 10ªG respecto a su P. Se muestra un experimento representativo. 
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4.1.2.3. Capacidad de proliferación 
Se valoró tanto la capacidad proliferativa (tamaño de las colonias) como su 
eficiencia de adhesión a la placa o plaqueo (número de colonias) con o sin Matrigel®, de 
las poblaciones P y 10ªG mediante el método de formación de colonias o de 
clonogenicidad. A los 7 días de la siembra, las colonias formadas se tiñeron, 
contabilizaron y midieron, clasificándose en base a su diámetro en tres grupos: pequeñas 
(<1,5 mm), medianas (>1,5 mm, <2,5 mm) y grandes (>2,5 mm). Además, se estimó la 
densidad celular de los cultivos mediante la medida de absorbancia del cristal violeta. Los 
resultados obtenidos sin Matrigel® (Fig. 16) mostraron que no existían diferencias 
significativas en el número de colonias generadas por las 10ªG respecto a sus P. Las ASZ 
P y 10ª G sólo generaron colonias pequeñas. Las poblaciones BSZ y CSZ P y 10ªG dieron 
lugar a colonias de todos los tamaños, predominando las pequeñas. La BSZ P originó un 
número significativamente menor de colonias pequeñas y mayor de colonias medianas y 
grandes que las 10ªG (P<0,05). La población CSZ P formó un número significativamente 
mayor de colonias grandes que su 10ªG (P<0,05). La medida de la absorbancia del cristal 
violeta indicó densidad celular menor en los cultivos de ASZ y BSZ 10ªG respecto a sus 
correspondientes P (P<0,01) (Fig. 16 B).  
 Dado que en la situación fisiológica las células epiteliales no se encuentran aisladas, 
sino embebidas en la MEC, a continuación, se procedió a valorar la capacidad de 
formación de colonias en placas recubiertas de Matrigel® (Fig. 17), una mezcla comercial 
de componentes de MEC que proporciona un sustrato más próximo a la situación in vivo. 
Como en el ensayo previo, ASZ P y 10ªG generaron un número similar de colonias 
pequeñas, aunque en este caso también formaron un número muy reducido de colonias 
medianas y grandes. La población BSZ P formó un mayor número total de colonias 
(P<0,05) y, al igual que sin Matrigel®, dio lugar a un mayor número de colonias medianas 
y grandes que su 10ªG (P<0,05). En CSZ P y 10ªG no se observaron diferencias 
significativas en el número de colonias, aunque en P el número de colonias medianas y 
grandes era superior (P<0,05). La densidad celular del cultivo disminuyó en BSZ 10ªG 
respecto a su P (P<0,05) (Fig. 17 B). 
A partir de ambos experimentos podemos indicar que las células ASZ poseen mayor 
capacidad para adherirse al sustrato (plaqueo) y, por tanto, para generar un mayor 
número de colonias. Por el contrario, BSZ y CSZ son más proliferativas, ya que sus 
colonias alcanzan un mayor tamaño a los 7 días. 
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4.1.2.4. Estudio del ciclo celular 
La Fig. 18 muestra los porcentajes de células que se encontraron en las diferentes 
etapas del ciclo celular (G0/G1, S y G2/M), obtenidos mediante citometría de flujo. Las 
tres líneas celulares presentaban un ciclo celular normal, con aproximadamente un 50 % 
de células en fase G0/G1, un 25 % en fase S, un 20-25 % en G2/M y un bajo porcentaje 
eran poliploides. En ninguna de las líneas celulares se encontraron diferencias 
significativas entre las poblaciones P y 10ªG en ninguna de las etapas del ciclo celular.  
 
 
Fig. 16 Proliferación y eficiencia de adhesión. La capacidad proliferativa y la eficiencia de adhesión a la placa de las 
poblaciones P y 10ªG de las líneas ASZ, BSZ y CSZ, se evaluaron mediante el ensayo de clonogenicidad 7 días después de 
su siembra en una placa de cultivo. (A) Las colonias se tiñeron con cristal violeta para su posterior recuento y clasificación en 
tres grupos en base a su diámetro: pequeñas (<1,5 mm), medianas (>1,5 mm, <2,5 mm) y grandes (>2,5 mm), así como para 
la medida de la absorbancia del cristal violeta. Se muestra un experimento representativo. (B) La cuantificación colorimétrica, 
efectuada mediante un lector de placas (570 nm), indicó una disminución de la densidad celular en las 10ªG de ASZ y BSZ. 
(C) En cuanto al número total de colonias formadas y, por tanto, la eficiencia de adhesión, no se encontraron diferencias 
significativas entre las P y las 10ªG de ninguna de las líneas celulares. Sin embargo, la distribución por tamaños de las colonias 
si fue significativamente diferente entre P y 10ªG de BSZ y CSZ. (**: P<0,05; ***: P<0,01). 
ASZ CSZ BSZ 
P 
10ªG 
A 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
ASZ BSZ CSZ
D
O
 
P
10ªG
*** 
*** 
B 
0
20
40
60
80
100
120
140
160
180
P 10ºG
N
º 
c
o
lo
n
ia
s
ASZ
Grandes
Medianas
Pequeñas
0
20
40
60
80
100
P 10ºG
N
º 
c
o
lo
n
ia
s
BSZ
Grandes
Medianas
Pequeñas
P<0,05 
** ** ** 
0
20
40
60
80
100
120
P 10ºG
N
º 
c
o
lo
n
ia
s
CSZ
Grandes
Medianas
Pequeñas
P<0,05 
** 
C 
P 
10ªG 
 
42 Resultados 
4.1.2.5. Localización y producción de protoporfirina IX 
La diferente respuesta a TFD observada entre las poblaciones P y 10ªG de cada 
línea celular podría deberse a diferencias en el patrón de localización intracelular o en la 
producción de PpIX a partir de MAL. Por ello, se realizaron los correspondientes estudios. 
La localización subcelular de PpIX se evaluó mediante microscopía de fluorescencia 
bajo luz de excitación UVA (Fig. 19 A). Tras 24 h de incubación con las correspondientes 
concentraciones de MAL (0,3 mM ASZ; 0,4 mM BSZ; 0,2 mM CSZ), se apreciaron 
diferencias de localización entre las poblaciones P y 10ªG. Ambas poblaciones 
presentaron señal fluorescente a nivel de la membrana celular en las tres líneas celulares. 
Además, se detectó señal nuclear en ASZ y BSZ P, señal que no se apreció en las BSZ 
10ªG y muy escasamente en ASZ 10ªG. En CSZ P sólo se detectó señal en la membrana  
Fig. 17 Proliferación y eficiencia de adhesión en Matrigel®. La capacidad proliferativa de las poblaciones P y 10ªG de las 
líneas ASZ, BSZ y CSZ, se estudió mediante ensayo de clonogenicidad transcurridos 7 días desde su siembra sobre una capa 
de Matrigel®. (A) Las colonias se tiñeron con cristal violeta y posteriormente se clasificaron en 3 grupos según su diámetro: 
pequeñas (<1,5 mm), medianas (>1,5 mm, <2,5 mm) y grandes (>2,5 mm), y se midió la absorbancia del colorante. Se muestra 
un experimento representativo. (B) La cuantificación colorimétrica del cristal violeta utilizando un lector de placas (570 nm) 
reveló una disminución de la densidad celular en BSZ 10ªG respecto a su P. (C) El número total de colonias fue 
significativamente mayor en BSZ P que en su 10ªG, mientras que entre P y 10ªG de ASZ y CSZ no se encontraron diferencias 
significativas. La distribución de las colonias por tamaño mostró diferencias significativas en BSZ y CSZ. (**: P<0,05). 
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celular y en las 10ªG la señal era más difusa y la fluorescencia era mayor en las 
poblaciones poligonales que en las de morfología fibroblastoide.  
La producción de PpIX se evaluó determinando los niveles intracelulares mediante 
citometría de flujo tras 5  y  24 h de incubación de las células con sus respectivas 
concentraciones de MAL (Fig. 19 B). En todas las líneas se determinó que la PpIX 
intracelular aumentaba con el tiempo de incubación con MAL. No se apreciaron 
diferencias significativas en la producción de PpIX ni a 5 h ni a 24 h entre las células P y 
10ªG en ninguna de las tres líneas celulares (P<0,1), excepto para las 24 h en CSZ, 
tiempo en el que las 10ªG produjeron menor cantidad de PpIX que las P. No obstante, en 
general, se apreció una tendencia hacia una menor producción de PpIX en las células de 
10ªG respecto a sus correspondientes P.  
4.1.2.6. Estudios in vivo 
4.1.2.6.1. Capacidad tumorigénica de las líneas de CBC 
 La capacidad tumorigénica de las poblaciones de CBC murino P y de sus 
correspondientes resistentes 10ªG se evaluó en ratones inmunodeprimidos nu/nu.  
Fig. 18 Análisis del ciclo celular de las poblaciones P y 10ªG de las líneas de CBC murino. Se muestran los perfiles 
de ciclo celular obtenidos mediante citometría de flujo. Todas las poblaciones presentaban una distribución de las células 
en las distintas fases del ciclo similar entre ellas, no existiendo diferencias significativas entre el ciclo de las P y las 10ªG en 
ninguna de las líneas. 
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Fig. 19 Localización y producción de protoporfirina IX (PpIX) en células de CBC murino P y 10ªG. (A) Se evaluó la 
localización del fotosensibilizador PpIX tras 24 h de incubación con su precursor MAL (0,3 mM ASZ; 0,4 mM BSZ; 0,2mM CSZ), 
mediante microscopía de fluorescencia bajo luz de excitación UVA, comprobando la integridad celular mediante contraste de 
fases (CF). En todas las líneas, la PpIX mostró localización a nivel de membrana celular. Además, en ASZ y BSZ P se localizó 
en el núcleo de algunas células (asterisco). En CSZ 10ªG se pudo observar mayor señal en la población de células poligonales 
(+) que en las alargadas (flecha). (B) La producción de PpIX evaluada por citometría de flujo tras 5 y 24 h de incubación con las 
concentraciones de MAL indicadas, no reveló diferencias significativas para ninguna de las condiciones evaluadas, excepto en 
CSZ tras 24 h, donde la producción de PpIX fue menor en las 10ªG que en la población P. (*: P<0,1). 
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Las células P se inocularon mediante inyección subcutánea en el flanco izquierdo 
del ratón y las 10ªG en el derecho procediéndose a valorar la formación de tumores y el 
tamaño de los mismos con el tiempo transcurrido después de la inoculación. Como puede 
apreciarse en la Fig. 20, todas las poblaciones celulares, tanto P como 10ªG, fueron 
capaces de generar tumores en todos los animales. Las líneas ASZ y CSZ generaron los 
tumores de forma rápida, alcanzando el tamaño máximo estimado de unos 500 mm3 de 
media, a los 23 días de la inoculación. Sin embargo, los tumores inducidos por la línea 
BSZ se formaron más lentamente, siendo necesario realizar un seguimiento de 35 días 
hasta que alcanzaron el tamaño máximo indicado.  
En las tres líneas celulares, los tumores desarrollados por las 10ªG eran de mayor 
tamaño que sus correspondientes P (P<0,05). ASZ mostró diferencias entre ambas 
poblaciones desde el día 8 tras la inoculación; las células P llegaron a generar tumores 
de unos 200 mm3 de volumen, mientras que los inducidos por la 10ªG alcanzaron un 
volumen superior a 400 mm3 de media, con una distribución de tamaños de tumores entre 
los distintos individuos similar en ambos casos. En BSZ se observaron diferencias 
significativas desde el día 21; las P alcanzaron un volumen medio de unos 150 mm3, con 
homogeneidad de tamaños entre los diferentes animales, mientras que las 10ªG 
generaron tumores de unos 500 mm3 de volumen medio pero con tamaños heterogéneos 
entre los distintos individuos. En la línea CSZ se observaron diferencias significativas 
desde el día 14, mientras que en el día 23 no se obtuvieron diferencias estadísticas entre 
ambas líneas, a pesar de alcanzar volúmenes medios de 350 mm3 en las P y 550 mm3 en 
las 10ªG. De estos resultados podemos concluir que las ASZ generaron tumores de menor 
tamaño; las BSZ, pese a su lento desarrollo, mostraron la mayor diferencia entre las 
poblaciones P y 10ªG; y las CSZ, tanto P como 10ªG, generaron tumores de mayor 
tamaño.  
4.1.2.6.2. Estudio histológico de los tumores murinos 
Tras el sacrificio de los ratones, se extirparon los tumores y se procesaron para su 
evaluación morfológica mediante tinción con H/E o con Rojo de Alizarina (Fig. 21). La 
valoración de las preparaciones histológicas teñidas con H/E fue realizada por el patólogo 
Miguel Ángel Marigil del Hospital San Jorge (Huesca). Las neoplasias generadas a partir 
de las células ASZ P y 10ªG presentaron dos tipos de patrón histológico: uno mixto, 
constituido por células fusiformes tipo fibrosarcoma y células con morfologías tipo 
osteosarcoma y otro constituido únicamente por células fusiformes. Las células BSZ y 
CSZ P desarrollaron tumores de similar composición, con células fusiformes y zonas de 
tipo osteosarcoma. Las BSZ 10ªG formaron tumores que presentaban sólo células con 
morfología  fusiforme  y, en  la  mitad, aparecieron  áreas  de  tipo  hemangiopericitomatoso 
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Fig. 20 Ensayo de tumorogenicidad de las células P y 10ªG en ratones inmunosuprimidos. Se inocularon 1,5x106 células 
en Matrigel® por flanco, en el izquierdo las P y en el derecho las 10ªG. Se utilizaron 5 ratones por línea celular. El volumen 
tumoral se valoró hasta que los tumores alcanzaron un volumen medio máximo de 500 mm3. En las tres líneas, la 10ªG generó 
tumores significativamente mayores que las células P de las que proceden. BSZ desarrolló los tumores más lentamente que 
ASZ y CSZ. Se indica el individuo con Ø, OD; OI, ODOI y 2OD. (**: P<0,05). 
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Fig. 21 Análisis histológico de los tumores murinos generados por inoculación de ASZ, BSZ y CSZ (P y 10ªG). La 
caracterización morfológica de los tumores se realizó mediante tinción con H/E. Los tumores generados a partir de las 
células P de las tres líneas, y de ASZ 10ªG, en general, presentaron un patrón histológico mixto con células fusiformes tipo 
fibrosarcoma y regiones de tipo osteosarcoma. Sin embargo, los tumores desarrollados a partir de las BSZ 10ªG únicamente 
presentaban células fusiformes y, 2/4 presentaron áreas de tipo hemangiopericitomatoso. Los procedentes de CSZ 10ªG 
mostraban morfología fusiforme, tipo osteosarcoma y tipo hemangiopericitomatoso. Todos presentaban invasión del 
músculo y del tejido adiposo. Se detectó osteoide calcificado mediante la tinción con rojo de alizarina en los tumores 
generados a partir las células BSZ P, CSZ P y CSZ 10ªG (flechas). 
A
S
Z
 
P
 
1
0
ªG
 
H/E Rojo de alizarina 
B
S
Z
 
P
 
1
0
ªG
 
C
S
Z
 
P
 
1
0
ªG
 
150 μm 500 μm 
 
48 Resultados 
(con abundante vascularización). Los procedentes de CSZ 10ªG mostraban los tres tipos 
de morfología descritos: fusiforme, osteosarcoma y hemangiopericitomatoso. En general, 
en todos los tumores generados, tanto a partir de las células P como 10ªG, se observó 
invasión del músculo y del tejido adiposo, sin presencia de inflamación.  
Mediante la tinción con rojo de alizarina se apreció que los tumores generados a 
partir de las BSZ P, CSZ P y CSZ 10ªG formaban osteoide calcificado típico del proceso 
de diferenciación osteogénica. Dicho osteoide, sin embargo, no se observó en los tumores 
formados a partir de las poblaciones ASZ P, ASZ 10ªG y BSZ 10ªG. 
4.1.2.6.3. Morfología de las células obtenidas a partir de tumores murinos 
Los tumores extirpados se re-cultivaron in vitro mediante explante. Las células 
obtenidas se denominaron T y cada una de las poblaciones: parental tumor (P T) y 10ªG 
tumor (10ªG T). El análisis de su morfología mediante microscopía de CF se muestra en 
la Fig. 22. La evaluación de las poblaciones celulares puso de relieve el alargamiento de 
las dos poblaciones T de ASZ respecto a las células originales (P y 10ªG). El cambio más 
relevante se observó en BSZ, cuya población 10ªG T mostraba una morfología espinosa 
(dendrítica), mientras que las BSZ 10ªG, antes de la inoculación, presentaban morfología 
poligonal. Por último, en CSZ T no se observaron cambios llamativos respecto a las líneas 
celulares originales, las células P T conformaban una única población poligonal y en los 
cultivos 10ªG T se apreciaron dos poblaciones diferenciadas, una poligonal y otra 
fibroblastoide. 
4.1.2.7. Confirmación genética 
La expresión de p53 se evaluó mediante RT-PCR en las poblaciones P de las tres 
líneas (Fig. 23 Aa), comprobándose que sólo ASZ presentaba expresión del gen. El 
análisis a nivel de proteína mediante WB (Fig. 23 Ab) confirmó que sólo se expresaba en 
las poblaciones de ASZ: no se apreciaron diferencias entre P y 10ªG pero sí se observó 
un claro incremento de la misma en 10ªG T respecto a P T (P<0,05). 
La evaluación de la expresión del gen ptch mediante RT-PCR (Fig. 23 B), indicó 
que todas las poblaciones celulares poseían sólo una copia mutada del mismo (ptch) y 
carecían de la copia wild type (wt) (So et al., 2006). Como control positivo se emplearon 
fibroblastos murinos 3T3 que poseen ambas copias wt del gen. 
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Fig. 22 Morfología de las poblaciones P T y 10ªG T. Mediante microscopía de CF se pudo observar que la morfología de 
ASZ 10ªG T era más alargada que la de sus P T. El cambio más relevante se apreció en BSZ; la población 10ªG T mostró una 
morfología dendrítica, a diferencia de sus P T, más poligonales. En CSZ P sólo se apreciaron células poligonales, mientras en 
10ªG T se observaron dos poblaciones diferenciadas, una poligonal (asterisco) y otra fibroblastoide (flecha). 
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Fig. 23 Expresión de p53 y ptch. (Aa) Mediante RT-PCR, se analizó la expresión de p53 en las poblaciones P de ASZ, 
BSZ y CSZ. Sólo se detectó en la línea ASZ. (Ab) La cuantificación de p53 mediante WB en todas las poblaciones, confirmó 
que la proteína sólo se expresaba en las correspondientes a ASZ. Su expresión se incrementó significativamente en 10ª G 
T respecto a P T. (B) El análisis de la expresión del gen ptch mediante RT-PCR, confirmó que sólo la copia mutada se 
expresaba en todas las poblaciones. Como control positivo de la copia wild type (ptch wt) se emplearon fibroblastos murinos 
3T3. Se muestran los datos relativizados a las células 3T3. (**: P<0,05). 
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4.1.2.8. Evaluación de proteínas implicadas en progresión tumoral 
En la progresión tumoral las células pueden perder sus características epiteliales y 
adquirir un fenotipo mesenquimal que le confiere propiedades invasivas en un proceso de 
TEM. Este proceso incluye cambios fenotípicos como la pérdida de la adhesión célula-
célula mediada por E-cad o el incremento de la expresión de marcadores mesenquimales 
como vimentina o N-cad. El proceso de TEM está promovido, entre otros factores, por la 
ruta Wnt/β-cat (Nakamura y Tokura, 2011; Li y Li, 2015).  
En este sentido, se valoró la expresión de algunos de los marcadores citados, 
implicados en movilidad e invasión celular, en las diferentes poblaciones celulares 
utilizadas en este trabajo. Asimismo, se analizaron algunas de las proteínas de la ruta 
Wnt/β-cat. La expresión y localización de las proteínas analizadas se describen a 
continuación (Fig. 24-28) y se resumen en las Tablas 5 y 6. 
4.1.2.8.1. E-cadherina 
La proteína E-cad es una glicoproteína transmembrana que media la adhesión 
célula-célula dependiente de calcio. Por su dominio citoplasmático se une a β-cat. Su 
función se pierde de forma total o parcial en la progresión a la malignidad de numerosos 
carcinomas (Jeanes et al., 2008; Canel et al., 2013).  
Como muestra la Fig. 24 A, en ASZ, E-cad sólo se expresaba en la membrana de 
las P T y de forma difusa en el citoplasma tanto de P T como de 10ªG T. En BSZ se 
expresaba en la membrana y difusa en el citoplasma de P, 10ªG y P T, mientras que en 
10ªG T sólo aparecía difusa en el citoplasma. En CSZ P y P T se observó una señal 
intensa en la membrana y difusa en el citoplasma; en 10ªG y 10ªG T, las poblaciones 
poligonales mostraban el mismo patrón descrito y las poblaciones fibroblastoides no 
expresaban la proteína. La cuantificación de la expresión de E-cad mediante WB (Fig. 24 
B), confirmó estos resultados: en ASZ P y 10ªG no se detectaba expresión, mientras que 
en las P T sí se expresaba y más que en 10ªG T (P<0,01); BSZ y CSZ siguieron la misma 
tendencia, las poblaciones resistentes 10ªG y 10ªG T expresaron significativamente 
menos E-cad que sus correspondientes P y P T. 
La expresión a nivel de ARNm, determinada mediante RT-PCR (Fig. 24 C), permitió 
comprobar que las poblaciones 10ªG y 10ªG T de BSZ y CSZ mostraban una menor 
expresión de E-cad que sus respectivas P y P T (P<0,05). En ASZ sólo se detectó en su 
población P T. 
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Marcador 
ASZ 
P 10ªG P T 10ªG T 
E-cad No expresión No expresión Citoplasma y membrana Citoplasma 
N-cad Uniones célula-célula 
Uniones célula-célula 
(más intensa) 
Citoplasma Citoplasma 
vimentina Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma 
β-cat 
Citoplasma y 
membrana 
Citoplasma y 
membrana 
Citoplasma, membrana y 
núcleo 
Citoplasma y 
membrana 
β-cat activa No expresión No expresión Uniones célula-célula No expresión 
Gsk3β Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma 
Sox2 Punteado perinuclear Punteado perinuclear Citoplasma Citoplasma y núcleo 
Oct4 Punteado perinuclear Punteado perinuclear Punteado perinuclear Punteado perinuclear 
Nanog Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma 
 
 
Marcador 
BSZ 
P 10ªG P T 10ªG T 
E-cad Citoplasma y membrana Citoplasma y membrana 
Citoplasma y 
membrana 
Citoplasma 
N-cad 
Citoplasma y membrana 
(algunas células) 
Citoplasma y membrana 
(algunas células) 
Citoplasma y 
uniones célula-célula 
Citoplasma 
vimentina Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma 
β-cat Citoplasma y membrana Citoplasma y membrana 
Citoplasma y 
membrana 
Citoplasma, membrana 
y núcleo (menos 
intensa) 
β-cat activa 
Uniones célula-célula y 
núcleo 
Uniones célula-célula Uniones célula-célula Punteado nuclear 
Gsk3β Citoplasma Núcleo Citoplasma Citoplasma 
Sox2 Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma 
Oct4 Punteado perinuclear Punteado perinuclear Punteado perinuclear Punteado perinuclear 
Nanog 
Citoplasma y zona 
nuclear 
Citoplasma y zona 
nuclear 
Citoplasma y zona 
nuclear 
Citoplasma y zona 
nuclear 
 
 
Marcador 
CSZ 
P 10ªG P T 10ªG T 
E-cad 
Citoplasma y 
membrana 
Citoplasma y membrana 
(células poligonales) 
Citoplasma y 
membrana 
Citoplasma y membrana 
(células poligonales) 
N-cad 
Citoplasma y 
uniones célula-célula 
Citoplasma y uniones 
célula-célula 
Citoplasma Citoplasma 
vimentina Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma 
β-cat 
Citoplasma y 
membrana 
Citoplasma y membrana 
(menos intensa en 
fibroblastoides) 
Citoplasma y 
membrana 
Citoplasma y membrana 
(menos intensa en 
fibroblastoides) 
β-cat activa Uniones célula-célula Punteado nuclear Uniones célula-célula 
Uniones célula-célula 
(menos intensa) 
Gsk3β Citoplasma 
Citoplasma 
(menos intensa en 
fibroblastoides) 
Citoplasma Citoplasma 
Sox2 Citoplasma Citoplasma  Citoplasma y núcleo 
Citoplasma y nuclear (más 
intensa en fibroblastoides) 
Oct4 Punteado perinuclear Punteado perinuclear Punteado perinuclear Punteado perinuclear 
Nanog Citoplasma Citoplasma Citoplasma y núcleo Citoplasma y núcleo 
Tabla 5 Patrón de expresión y localización de proteínas relacionadas con la progresión tumoral analizadas mediante 
IF en las líneas ASZ, BSZ y CSZ de CBC murino. Se muestra un resumen de los resultados obtenidos mediante IF de la 
localización y el patrón de expresión de las proteínas E-cad, N-cad, vimentina, β-cat, β-cat activa y Gsk3β, implicadas en 
progresión tumoral, y de los marcadores de células madre Sox2, Oct4 y Nanog. 
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4.1.2.8.2. Proteínas de tipo mesenquimal 
La N-cad es una proteína transmembrana de adhesión dependiente de calcio, que 
promueve la supervivencia celular y los procesos de migración e invasión (Derycke y 
Bracke, 2004; Breier et al., 2014).  
La valoración de la expresión de la proteína mediante IF (Fig. 25 A) reveló que ASZ 
P mostraba una escasa expresión a nivel de citoplasma y membrana, mientras que en 
10ªG se localizaba a nivel de membrana. No se encontraron diferencias entre P T y 10ªG 
T; en ambas, únicamente se vio una señal difusa en el citoplasma. La expresión en BSZ 
P era variable, apareciendo células con señal citoplasmática y de membrana, y células 
Línea Marcador 10ªG respecto a P 10ªG T respecto a P T 
ASZ 
E-cad             -           (sólo en P T) 
N-cad             No sig. 
β-cat              =                  = 
Gsk3β   
Abcg2             =                    (muy baja en P T) 
Aldh1           No sig.              No sig.  
Sox2           No sig.               
Oct4           No sig.              No sig. 
Nanog           No sig.              No sig.  
BSZ 
E-cad   
N-cad   
β-cat   
Gsk3β           No sig.              No sig. 
Abcg2   
Aldh1           No sig.              No sig.  
Sox2                        No sig.  
Oct4           No sig.             No sig. 
Nanog           No sig.              No sig. 
CSZ 
E-cad   
N-cad             = = 
β-cat   
Gsk3β               No sig.  
Abcg2   
Aldh1           No sig.               No sig.  
Sox2           No sig.               
Oct4           No sig.              No sig. 
Nanog           No sig.              No sig.  
Tabla 6 Diferencias de expresión de proteínas relacionadas con la progresión tumoral entre las poblaciones 
resistentes y sus respectivas parentales de las líneas de CBC murino ASZ, BSZ y CSZ analizada mediante WB y/o RT-
PCR. Se muestran las diferencias de expresión entre la población 10ªG y su P, y entre la 10ªG T y su P T para cada línea 
celular. Los análisis de expresión se realizaron mediante WB y/o RT-PCR; se evaluaron los marcadores E-cad, N-cad, β-cat y 
Gsk3β, implicados en progresión tumoral, y los marcadores de células madre del cáncer Abcg2, Aldh1, Sox2, Oct4 y Nanog. 
Las flechas gruesas indican diferencias significativas, mientras que las finas indican tendencias no significativas (No sig.) 
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con marcaje exclusivo en el citoplasma; en 10ªG el marcaje era similar a la de P, pero 
menos intensa en membrana; en las células procedentes del tumor (P T y 10ªG T) la señal 
fue difusa en el citoplasma y pobre en la membrana de P T. Las poblaciones CSZ P y  
10ªG 
ASZ 
BSZ 
CSZ 
P P T 10ªG T 
Fig. 24 Localización y expresión de E-cadherina. (A) Las imágenes de IF muestran que, en ASZ, E-cad sólo se visualizó en P T 
(en la membrana y difusa en el citoplasma) y en 10ªG T (difusa en el citoplasma). En BSZ, se observó tanto en la membrana como 
difusa en el citoplasma, excepto en 10ªG T, que solo mostró localización citoplasmática. En CSZ P y P T, E-cad apareció en la 
membrana y difusa en el citoplasma; en 10ªG y 10ªG T en las poblaciones poligonales (asterisco) se localizó en la membrana y 
difusa en el citoplasma, mientras que en las poblaciones fibroblastoides (flecha) no se detectó. (B) Los resultados de WB confirmaron 
que ASZ P y 10ªG no expresaban la proteína y que en 10ªG T disminuía respecto a P T. En BSZ y CSZ se confirmó la disminución 
de la expresión en las poblaciones resistentes. (C) A nivel de ARNm, se representan los valores de 10ªG y 10ªG T relativizados a 
sus P y P T, respectivamente. Los resultados de RT-PCR indicaban que los niveles de expresión de E-cad en BSZ y CSZ 10ªG y 
10ªG T eran inferiores a los de sus P y P T. En ASZ sólo se detectó expresión en P T.  (**: P<0,05; ***: P<0,01). 
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10ªG parecían presentar una señal débil en membrana y citoplasma, a diferencia de P T 
y 10ªG T, en las que sólo se pudo apreciar fluorescencia intracelular difusa. La evaluación 
mediante WB (Fig. 25 B) mostró una expresión significativamente menor en ASZ P que 
Fig. 25 Localización y expresión de N-cadherina. (A) El análisis por IF indicó que, en ASZ la señal de N-cad se localizó en las 
uniones célula-célula de P y 10ªG y difusa en el citoplasma de P T y 10ªG T. En BSZ P y 10ªG la proteína se expresó en la 
membrana y el citoplasma de algunas células (asterisco); en P T en el citoplasma y las uniones entre células, y en 10ªG T 
únicamente en el citoplasma. En CSZ P y 10ªG la señal estaba en las uniones célula-célula y en el citoplasma, pero en P T y 
10ªG T sólo se vio difusa en el citoplasma. (B) En la cuantificación de proteína por WB, ASZ 10ªG incrementó la expresión de la 
proteína respecto a su P, pero no se apreciaron cambios significativos a nivel de tumor. En BSZ disminuyó la expresión en 10ªG 
respecto a P, pero aumentó en 10ªG T respecto a P T. No se observaron diferencias significativas en CSZ. (*: P<0,1). 
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en su 10ªG (P<0,1), pero no se detectaron cambios significativos en las poblaciones 
procedentes de tumor. Sin embargo, BSZ P presentó una mayor expresión de N-cad que 
su 10ªG (P<0,1), mientras que en las poblaciones procedentes de tumor sucedía lo 
contrario. En CSZ no se observaron cambios significativos ni entre P y 10ªG, ni entre P T 
y 10ªG T. 
 
La vimentina es una proteína de la familia de los filamentos intermedios que se ha 
relacionado con la TEM y, por tanto, con el desarrollo y la progresión tumoral; su 
sobreexpresión se asocia con un fenotipo invasivo (Satelli y Li, 2011). La valoración de la 
expresión de esta proteína se realizó mediante IF (Fig. 26), ya que no se detectó 
expresión mediante WB (datos no mostrados). Todas las poblaciones P y 10ªG 
presentaron una señal de fluorescencia difusa en el citoplasma, sin diferencias notables 
entre los diferentes tipos celulares.  
4.1.2.8.3. Proteínas de la ruta Wnt/β-catenina 
La β-cat citoplasmática actúa a nivel de adhesión, uniendo la E-cad al citoesqueleto 
de actina mediante moléculas intermedias, y además actúa como factor de transcripción 
de la ruta Wnt/β-cat (Stemmler, 2008; Saito-Díaz et al., 2013). 
ASZ 
BSZ 
CSZ 
P 10ªG P T 10ªG T 
Fig. 26 Localización y expresión de vimentina. Como se aprecia en las imágenes de IF, en todas las poblaciones de ASZ, 
BSZ y CSZ, se observó una señal de la proteína difusa en el citoplasma.  
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 Se estudió su localización mediante IF (Fig. 27 A). En todas las poblaciones se 
pudo observar una señal difusa en el citoplasma e intensa en la membrana plasmática, 
siendo más llamativa en las líneas BSZ y CSZ. Además, en ASZ P T se apreció una señal 
más específica en el núcleo. En cuanto a BSZ, la 10ªG T presentó una señal más leve 
que P, 10ªG y P T, y concentrada en el núcleo. En CSZ P y P T la señal era intensa, tanto 
a nivel de membrana como de citoplasma. En CSZ 10ªG y 10ªG T la población poligonal 
mostraba una señal más intensa que la de la población fibroblastoide. La cuantificación 
de la proteína por WB (Fig. 27 B) corroboró estos resultados obtenidos mediante IF: en 
ASZ no se observaron cambios de expresión de proteína total entre P y 10ªG, ni entre P 
T y 10ªG T; las poblaciones BSZ P y P T mostraron mayor expresión que 10ªG y 10G T, 
respectivamente (P<0,05); y en CSZ también fue mayor en P y P T que en 10ªG (P<0,1) 
y 10ªG T (P<0,01). 
Asimismo, se evaluó mediante IF la localización de la proteína β-cat en su forma 
activa (Fig. 28). La β-cat activa (no fosforilada) se localiza en la membrana, dónde actúa 
en la adhesión célula-célula, y en el núcleo, actuando como factor de transcripción en la 
ruta Wnt/β-cat. En la línea ASZ sólo se detectó señal en las P T, la cual era tenue y 
localizada en la periferia celular. En BSZ se apreció señal en la membrana de las células 
P, 10ªG y P T, mientras que en 10ªG T se detectó únicamente un punteado nuclear. En 
cuanto a CSZ las poblaciones P y P T mostraron fluorescencia en membrana; en 10ªG 
sólo se detectó en el núcleo, en 10ªG T en membrana pero menos intensa que en P T y 
aparentemente, la población de morfología poligonal mostró mayor expresión que la 
fibroblastoide.  
 
Otra de las proteínas estudiadas e involucradas en la ruta Wnt/β-cat es Gsk3β. Se 
trata de una quinasa que forma parte del complejo responsable de la eliminación de la 
proteína β-cat (Saíto-Díaz et al., 2013). 
La valoración de la expresión de esta proteína mediante IF (Fig. 29 A) reveló que 
se localizaba de forma difusa en el citoplasma de todas las células y sólo en BSZ 10ªG 
se apreció en el núcleo. En CSZ 10ªG se detectó una señal más intensa en la población 
de células poligonales en comparación con las de morfología alargada, mientras que 10ªG 
T mostraba una expresión uniforme en ambas poblaciones. La cuantificación de la 
expresión mediante WB (Fig. 29 B) indicó mayor expresión en ASZ 10ªG y 10ªGT 
respecto a P y P T, respectivamente (P<0,1). En BSZ la expresión presentó una tendencia 
a disminuir en 10ªG y 10ªG T respecto a sus P y P T, respectivamente. En CSZ se observó 
la misma tendencia que en BSZ, siendo significativamente menor en 10ªG que en P 
(P<0,1). 
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Fig. 27 Localización y expresión de β-catenina. (A) El análisis por IF mostró que en todas las líneas la proteína se situaba 
tanto a nivel de membrana como difusa en el citoplasma. En BSZ y CSZ la señal era más intensa que en ASZ. En ASZ  P T y 
BSZ 10ªG T, además, se observó su expresión en el núcleo. En cuanto a CSZ 10ªG y 10ªG T, la subpoblación con morfología 
poligonal presentó una señal intensa de β-cat (asterisco), mientras que en la fibroblastoide apenas se detectó expresión 
(flecha). El núcleo se contratiñó con DAPI. (B) La evaluación de la expresión mediante WB, apoyó las observaciones 
cualitativas de la IF: en ASZ la expresión en P y 10ªG fue similar, mientras que en BSZ y CSZ las poblaciones resistentes 
mostraron una expresión significativamente menor que sus parentales. (*: P<0,1; **: P<0,05; ***: P<0,01). 
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4.1.2.9. Expresión de marcadores de células madre 
Se ha demostrado que la resistencia a terapias anticancerígenas también está 
relacionada con la presencia de CMCs (Cojoc et al., 2015). Por este motivo, se estudiaron 
algunos marcadores específicos de dichas células como Abcg2, Aldh1, Sox2, Oct4 o 
Nanog, con el objetivo de comprobar si su expresión aumentaba en la población de células 
resistentes a TFD respecto a las parentales. Los datos obtenidos se encuentran 
resumidos en las Tablas 5 y 6. 
4.1.2.9.1. Abcg2 
La bomba de expulsión de drogas tipo MDR, Abcg2, se ha vinculado con la 
expulsión al exterior celular de PpIX producida por la administración exógena de ALA 
(Robey et al., 2005; Kobuchi et al., 2012). Además, se ha observado su sobreexpresión 
en CMCs (Ding et al., 2010).  
 
Fig. 28 Localización y expresión de β-catenina activa. En el análisis por IF, en ASZ únicamente se detectó señal de esta 
proteína en los extremos de las células de la población P T (flecha). En BSZ se observó β-cat activa en la membrana de todas 
las poblaciones excepto en 10ªG T, en la que se detectó únicamente un punteado nuclear. En CSZ, la señal en membrana 
sólo se observó en P, P T y, muy ligeramente, en 10ªG T, mientras que en 10ªG se apreció solo punteado nuclear. 
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* 
Fig. 29 Localización y expresión de Gsk3β. (A) Como muestra la IF, Gsk3β mostró localización citoplasmática en todas las 
poblaciones celulares, a excepción de BSZ 10ªG, en la cual se apreció en el núcleo. En CSZ 10ªG, la subpoblación poligonal 
presentaba una señal más intensa (asterisco) en comparación con la subpoblación fibroblastoide (flecha). (B) La cuantificación 
de la expresión mediante WB reveló una mayor expresión en ASZ 10ªG y 10ªG T respecto a P y P T, respectivamente. Sin 
embargo, en BSZ y CSZ la expresión mostró tendencia a disminuir en 10ªG y 10ªG T respecto a sus respectivas parentales. 
En BSZ y CSZ T se muestra la media de dos datos. (*: P<0,1). 
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Los resultados obtenidos tras el análisis de la expresión de su ARNm mediante RT-
PCR (Fig. 30) revelaron que no existían diferencias entre ASZ P y 10ªG, pero su expresión  
aumentaba de forma significativa en 10ªG T respecto a P T (P<0,05). Cabe destacar que 
la expresión en P T era menor que en P (P<0,01). En BSZ y CSZ disminuía 
significativamente en 10ªG y 10ªG T respecto a sus P y P T. 
4.1.2.9.2. Aldh1 
 La Aldh1, es una enzima necesaria para la correcta diferenciación y desarrollo de 
los tejidos. Además, juega un papel en la detoxificación de drogas anticancerígenas y su 
sobreexpresión se ha relacionado con la resistencia de las CMCs a fármacos (Tomita et 
al., 2016).  
Tras el análisis mediante RT-PCR (Fig. 31), se observó una disminución de su 
expresión en todas las 10ªG y 10ªG T respecto a sus correspondientes P y P T. 
4.1.2.9.3. Sox2 
El factor de transcripción de alta movilidad Sox2 juega un papel fundamental en el 
desarrollo temprano y el mantenimiento en estado indiferenciado de las CM embrionarias. 
Se ha observado su sobreexpresión o amplificación genética en diversos tipos de cáncer 
(Liu et al., 2013). 
Su localización se evaluó mediante IF (Fig. 32 A). En ASZ P y 10ªG se situó a modo 
de punteado perinuclear de baja intensidad, en P T el punteado se extendía por todo el 
citoplasma, y en 10ªG T aparecía, además, localizada a nivel nuclear. En BSZ, todas las 
Fig. 30 Expresión de la bomba Abcg2. Se 
representan los resultados del análisis por RT-
PCR. Los valores se encuentran relativizados a los 
de P en cada una de las líneas. En ASZ la 
expresión disminuyó significativamente en P T 
respecto a P y aumentó en 10ªG T respecto a P T. 
En BSZ disminuyó en las poblaciones resistentes 
respecto a las parentales. Por último, en CSZ la 
expresión fue significativamente menor en 10ªG 
que en P. (*: P<0,1; ***: P<0,01). 
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Fig. 31 Expresión de la enzima Aldh1. Se 
representan los resultados del análisis por 
RT-PCR. Los valores se encuentran 
relativizados a los de P en cada una de las 
líneas. La expresión de Aldh1 mostró 
tendencia a disminuir en todas las líneas 
resistentes respecto a sus parentales. Se 
muestra la media de dos datos. 
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poblaciones mostraron una leve señal difusa por todo el citoplasma. En CSZ P y 10ªG se 
observó un punteado citoplasmático, y en CSZ P T y 10ªG T se observó una señal nuclear 
más intensa y definida, especialmente, en las células con morfología fibroblastoide. Como 
control positivo de expresión de este factor de transcripción se utilizaron las células de 
carcinoma embrionario de ratón P19 (Fig. 32 B), en las cuales Sox2 se localizó a nivel 
nuclear.  
Fig. 32 Localización y expresión de Sox2. (A) El análisis por IF muestra que en todos los cultivos Sox2 se situaba de forma 
difusa en el citoplasma y a modo de punteado perinuclear. En ASZ 10ªG T y CSZ P T y 10ªG T se observó además una 
expresión nuclear homogénea que, en el caso de CSZ 10ªG T, fue más intensa en la subpoblación fibroblastoide (flecha) que 
en la poligonal (asterisco). (B) Como control positivo de Sox2 se usaron las células P19 (derivadas de un carcinoma 
embrionario murino), en las que la proteína se situaba principalmente a nivel nuclear y presentaban elevada expresión a nivel 
de ARNm (datos no mostrados). (C) La expresión a nivel de ARNm fue valorada mediante RT-PCR. Los resultados señalaron 
un aumento significativo de Sox2 en ASZ 10ªG T y CSZ 10ªG T respecto a sus P T. Además, en ASZ P T fue menor que en 
P. Sin embargo, en BSZ 10ªG  la expresión fue menor que en sus P. Se muestran los valores relativizados a P. (***: P<0,01). 
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El análisis a nivel de ARNm mediante RT-PCR (Fig. 32 C) reveló que, en ASZ, la 
expresión se incrementaba en las 10ªG respecto a P y significativamente en 10ªG T 
respecto a sus P T; y fue menor en P T que en P. En BSZ, por el contrario, la expresión 
disminuía en las 10ªG en comparación con sus P, y de forma no significativa en 10ªG T 
respecto a P T. En cuanto a CSZ, se observó una tendencia al aumento de expresión en 
10ªG en comparación con P y, de forma significativa, también en 10ªG T respecto a P T. 
4.1.2.9.4. Oct4 
El factor de transcripción Oct4 presenta una expresión elevada en células con 
propiedades de CM. También se relaciona con la resistencia a terapias y con un mal 
pronóstico en pacientes (Villodre et al., 2016).  
Como muestra el análisis por IF (Fig. 33 A), en todas las líneas celulares la proteína 
se localizó de forma difusa en el citoplasma y a modo de punteado o red en la región 
perinuclear. Como control positivo de expresión se utilizaron las células P19 (Fig. 33 B), 
en las cuales Oct4 se localizó a nivel tanto citoplasmático como nuclear. 
En la Fig. 33 C se muestra la expresión a nivel de ARNm, analizando la secuencia 
preamplificada de Oct4 mediante RT-PCR. La expresión de Oct4 parecía ser mayor en 
las 10ªG que en las P y algo mayor en las 10ªG T respecto a las P T. 
4.1.2.9.5. Nanog 
El factor de transcripción Nanog es un regulador clave del desarrollo embrionario y 
la reprogramación celular. Se ha descrito su elevada expresión en núcleo y/o citoplasma 
de numerosos tipos de cáncer, en los que juega un papel importante en la proliferación 
celular y en el proceso de malignización. Asimismo, su expresión se ha relacionado con 
resistencia a terapias y metástasis (Jeter et al., 2015). 
 El análisis de la localización de Nanog mediante IF (Fig. 34 A) mostró que, en todas 
las poblaciones de ASZ, la proteína se distribuía de forma difusa por el citoplasma. En 
BSZ, aunque también se observó en el citoplasma, parecía concentrarse a nivel nuclear. 
En CSZ, P y 10ªG también mostraron un patrón de Nanog difuso por el citoplasma, pero 
en P T y 10ªG T se localizó de forma más clara en el núcleo. Se usaron como control 
positivo las células P19 (Fig. 34 B), en las cuales Nanog presentaba mayoritariamente 
una localización nuclear. 
Los resultados obtenidos tras el análisis del ARNm, analizando la secuencia 
preamplificada de Nanog mediante RT-PCR (Fig. 34 C), mostraron que en ASZ la 
expresión tiende a disminuir en 10ªG y 10ªG T respecto a sus correspondientes P y P T, 
mientras que en BSZ y CSZ la expresión presentaba una tendencia a aumentar en 10ªG 
y 10ªG T respecto a P y P T, respectivamente. 
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Fig. 33 Localización y expresión de Oct4. (A) El estudio de la localización de esta proteína mediante IF mostró que la misma 
se situaba difusa y a modo de punteado perinuclear en todas las líneas celulares. (B) Las células P19 se utilizaron como 
control positivo de expresión del marcador. (C) Los datos obtenidos mediante RT-PCR, indicaron una tendencia de la 
expresión de Oct4 a aumentar en los cultivos de 10ªG y 10ªG T respecto a sus P y P T, respectivamente. Se representa la 
media de dos datos. 
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40 μm 
Fig. 34 Localización y expresión de Nanog. (A) La localización de este factor de transcripción se evaluó mediante IF, 
comprobándose que en todas las células mostraba una localización difusa en el citoplasma, con excepción de las células BSZ, 
dónde estaba más concentrada en el núcleo; y CSZ P T y 10ªG T en las que se apreció localización nuclear. (B) Las células de 
carcinoma embrionario murino P19 se usaron como control positivo del marcador. (C) El análisis de expresión del ARNm por RT-
PCR mostró una tendencia a disminuir en ASZ 10ªG y 10ªG T respecto a P y P T, mientras que en BSZ y CSZ sucedía lo contrario, 
las 10ªG y 10ªG T expresaban más Nanog que sus parentales. Se representa la media de dos datos. 
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4.2 Estudio de fibroblastos asociados a distintos tipos de CBC  
En la segunda parte de este trabajo, se realizaron ensayos con fibroblastos 
humanos obtenidos mediante explante a partir de biopsias de pacientes con distintos tipos 
histológicos de CBC. Se cultivaron 12 muestras de pacientes correspondientes a tres 
variantes de CBC: superficial, nodular e invasivo. En el grupo invasivo se incluyeron 
muestras de CBC infiltrativo (SL10) y micronodular (SL11, SL12 y SL15). Se cultivaron 
además 4 muestras de piel sana como grupo control. La distribución y procedencia de los 
tumores se muestran en la Tabla 7.  
 
Tipo de CBC Muestra Edad y sexo Localización y tamaño del CBC 
Control 
SL01 - Dérmico 
SL02 Mujer, 19 años Ingle 
SL03 Varón, niño Prepucio 
SL13 Varón, niño Prepucio 
Superficial 
SL07 Mujer, 89 años Cuello, 2 x 2 cm 
SL08 Mujer, 72 años Retroauricular, 2 x 1,2 cm 
SL09 Mujer, 72 años Espalda, 2 x 2 cm 
SL16 Varón, 80 años Pectoral (multicéntrico), 1 x 1 cm 
Nodular 
SL04 Varón, 82 años. Nasal, 2 x 2 cm 
SL05 Mujer, 88 años Retroauricular, 0,6 x 0,6 cm 
SL06 Varón, 86 años Mejilla, 1,7 x 0,8 cm 
SL14 Varón, 85 años Dorso nasal, 1,8 x 1,5 cm 
Invasivos 
SL10 Mujer, 87 años Frente, 1 x 1 cm 
SL11 Varón, 82 años Brazo, 2 x 1,2 x 0,5 cm 
SL12 Varón, 32 años Ala nasal, 2 x 0,9 cm 
SL15 Varón, 82 años Periauricular, 1,7 x 0,6 cm 
4.2.1. Análisis histológico e inmunohistoquímico de los CBCs 
La valoración histológica (diagnóstico) de los tumores de los pacientes fue realizada 
por el patólogo Israel Bernal del Hospital Central de la Cruz Roja San José y Santa Adela 
(Madrid) tras la tinción con H/E (Fig. 35). Los diagnosticados como CBCs superficiales 
presentaban hiperproliferación local de los queratinocitos de la capa basal de la piel, 
siempre confinados a la epidermis y paralelos a la superficie. La disposición de las células 
en la periferia de los agregados tumorales era columnar y ordenadas recordando una 
empalizada. El estroma peritumoral es muy característico, con una retracción que es 
artefactual, delimitando los islotes tumorales. En los nodulares, se observaron mayores 
masas tumorales formando grandes nidos de células basales. Los tumores invasivos 
presentaban numerosos nódulos tumorales en la epidermis más angulosos que en los 
nodulares, y que infiltraban la dermis.  
Tabla 7 Fibroblastos obtenidos a partir de cultivos de biopsias de CBC. En la tabla se muestran las características de 
los pacientes (sexo y edad) y de los CBCs biopsiados (localización y tamaño) a partir de los cuales se cultivaron los 
fibroblastos empleados en este estudio. 
 
66 Resultados 
 
4.2.1.1. Expresión de marcadores relacionados con carcinogénesis 
En las biopsias de los CBCs de pacientes, se valoró la expresión y localización de 
diferentes marcadores relacionados con el proceso tumoral. El estudio se realizó en 3 de 
los 4 superficiales y nodulares y en los 4 invasivos. Como controles de la técnica se 
emplearon muestras de piel sana de referencia del Hospital Central de la Cruz Roja. En 
el Anexo 1 se muestra el resumen de las observaciones realizadas por IHQ de los 
distintos marcadores. 
 
El gen supresor de tumores P53 se activa en respuesta a distintos tipos de estrés y 
aparece alterado en la mayoría de cánceres. Su proteína actúa en diversos procesos 
clave como el control del ciclo celular, la reparación del ADN, la apoptosis o la inhibición 
de la angiogénesis y la metástasis (Benjamin et al., 2008; Bieging et al., 2014).  
Las muestras de piel control mostraron cierta expresión de P53 en algunas células 
del estrato basal de la epidermis (Fig. 36). En cuanto a los superficiales, se observaron 
células marcadas en la lesión epidérmica, las cuales eran escasas en SL08. En los CBCs 
nodulares, P53 se expresaba en amplias zonas de la masa tumoral, sobre todo en SL14. 
Por último, en los CBCs invasivos, sólo se detectó marcaje en la masa tumoral de SL11.  
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Fig. 35 Histología de los tumores de pacientes de CBC tras la tinción con H/E. Se muestran las imágenes de las 
biopsias de distintos tipos de CBCs humanos tras su tinción con H/E. Se indica con una flecha la retracción artefactual. 
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El receptor de membrana tirosina-quinasa EGFR está implicado en proliferación 
celular, supervivencia y diferenciación. Se encuentra desregulado en una gran variedad 
de carcinomas (Seshacharyulu et al., 2012; Yewale et al., 2013).  
Como era de esperar, EGFR se expresaba en la epidermis de todas las muestras 
control, de forma más evidente en la zona basal de la misma (Fig. 37). Ese mismo patrón 
de expresión se observó en las masas tumorales de los CBCs superficiales. Los tumores 
nodulares expresaban EGFR en toda la extensión de la lesión, aunque en SL06 el marcaje 
era más difuso que en la epidermis peritumoral. Todos los tumores invasivos mostraron 
expresión de EGFR en los acúmulos de células tumorales. 
 
Cómo se ha descrito anteriormente, SOX2 es un marcador de CMCs (Liu et al., 
2013). 
En las muestras de piel sana sólo se observó marcaje en la capa basal de la 
epidermis (Fig. 38). En los CBCs superficiales se apreció marcaje en el estrato basal de 
SL07                     SL08        SL09              
S
u
p
e
rf
ic
ia
l 
Fig. 36 Expresión de P53 en distintos tipos de CBC. En las imágenes de IHQ, se observó que la expresión de P53 en la 
piel control se restringía a algunas células del estrato basal de la epidermis. En los CBCs superficiales se observaron células 
positivas en el interior de la masa tumoral (más escasas en SL08). En los nodulares y en el invasivo SL11 se observó marcaje 
en las células de la masa tumoral. 
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la epidermis patológica de SL07 y SL09 y en algunas células aisladas de SL08. En cuanto 
a las muestras nodulares, sólo SL04 mostró marcaje, apareciendo en la periferia de cada 
lóbulo de la masa tumoral. Finalmente, en los CBCs invasivos, sólo se detectó expresión 
de SOX2 en la capa basal de la epidermis patológica del SL11. 
 
La PDPN se expresa en el endotelio linfático, en el frente tumoral y se ha visualizado 
en células del estroma tumoral, como los CAFs, lo que correlaciona con la progresión del 
cáncer (Raica et al., 2008; Kan et al., 2014).  
En las muestras control, la expresión de PDPN se localizó en los vasos linfáticos y 
en la capa basal de la epidermis (Fig. 39). En el caso de los CBCs superficiales, SL07 y 
SL09 mostraron marcaje en el estrato basal de la epidermis, más intenso que el observado 
en los controles y en los vasos linfáticos; mientras que en SL08 sólo se apreció en el 
endotelio de los vasos linfáticos. Los CBCs nodulares SL04 y SL06 mostraron expresión 
en ciertas zonas de la capa basal de la epidermis, mientras que en SL14 se localizó 
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Fig. 37 Expresión de EGFR en distintos tipos CBC. El análisis por IHQ indicó que, en la piel sana, EGFR se expresaba en 
la epidermis, especialmente en la capa basal. Esta misma distribución se observó en los CBCs superficiales. En los CBCs 
nodulares e invasivos la expresión de este marcador abarcaba toda la lesión. 
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intensa pero difusa en toda la masa tumoral. En los CBCs invasivos, se detectó señal en 
SL11, SL12 y SL15 en los vasos linfáticos. 
 
La proteína α-SMA es un marcador de miofibroblastos, los cuales facilitan la 
progresión tumoral, siendo también considerado un marcador de CAFs (Choi et al., 2013; 
Kalluri, 2016).  
En el tejido control, en general, se observó expresión de α-SMA en la zona basal de 
la epidermis y en el entorno de los vasos sanguíneos (Fig. 40). En los CBCs superficiales 
se observaron distintos patrones: SL07 presentaba algún parche positivo de pequeño 
tamaño en la dermis, SL08 expresaba la proteína en la zona interna de la masa tumoral 
y, en SL09, parecía expresarse sólo en las células endoteliales. Las muestras de 
nodulares presentaron expresión uniforme de la proteína en el estroma y SL04 y SL14 
Fig. 38 Expresión de SOX2 en distintos tipos de CBC. Como muestran las imágenes de IHQ, la expresión de SOX2 en la 
piel control estaba confinada a la capa basal de la epidermis. En los CBCs superficiales, SL07 y SL09 también mostraron 
marcaje en el estrato basal epidérmico y en SL08 solamente se vieron algunas células positivas aisladas. En los nodulares, 
SL04 presentó marcaje en la periferia de cada lóbulo de la masa tumoral, mientras que en SL06 y SL14 no se observó 
expresión. De los CBCs invasivos sólo se vio expresión en la capa basal de la epidermis patológica de SL11. 
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también presentaron marcaje en la masa tumoral. Asimismo, en los CBCs invasivos SL10, 
SL11 y SL15 se observó marcaje con distintas intensidades en la masa tumoral y el 
estroma, mientras que en SL12 sólo se apreció en el tumor.  
 
 
4.2.2. Caracterización de los fibroblastos procedentes de los CBCs 
La morfología celular de los distintos fibroblastos fue evaluada tras la tinción con 
azul de toluidina y su posterior análisis por microscopía óptica (Fig. 41). Los fibroblastos, 
con independencia de su procedencia (piel sana o CBC), presentaron una morfología 
similar con forma alargada, núcleo con cromatina laxa y varios nucléolos.  
 
 
Fig. 39 Expresión de Podoplanina en distintos tipos de CBC. Las IHQs confirmaron que, en la piel sana, PDPN se expresaba 
en los vasos linfáticos y en la capa basal de la epidermis. En los CBCs superficiales se observó marcaje en los vasos linfáticos 
y, además, SL07 y SL09 mostraron expresión en el estrato basal de la epidermis. Los CBCs nodulares SL04 y SL06 mostraron 
expresión en ciertas zonas de la capa basal de la epidermis, mientras que en SL14 se observó un patrón difuso en la masa 
tumoral. En los invasivos, la proteína se expresó en los vasos linfáticos, salvo en el caso de SL10, que no mostró marcaje.  
SL07 SL08 SL09 
S
u
p
e
rf
ic
ia
l 
SL04 SL06 SL14 
N
o
d
u
la
r 
SL10 SL11 SL12 SL15 
In
v
a
s
iv
o
 
C
o
n
tr
o
l 
C67 C72 C73 
200µm 
 
71 Resultados 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.2.1. Valoración de la expresión de marcadores de CAFs  
Dado su origen, se procedió a determinar si los fibroblastos aislados presentaban 
características típicas de CAFs, analizando para ello la expresión de marcadores 
específicos y comprobando si se diferenciaba de la observada en los fibroblastos 
procedentes de tejido sano (control). En la Tabla 8 se resumen los resultados obtenidos 
en la evaluación de IF. 
4.2.2.1.1. Vinculina 
La Vinculina es una proteína que se localiza en los contactos focales y en las 
uniones célula-sustrato, y está unida a la F-actina. Posee múltiples funciones: proporciona 
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Fig. 40 Expresión de α-SMA en distintos tipos de CBC. Los resultados obtenidos por IHQ indicaron que, en el tejido control, 
esta proteína se expresaba en la zona basal de la epidermis y en el entorno de los vasos sanguíneos. Los CBCs superficiales 
mostraron distinta distribución de α-SMA: en SL07 se vieron parches de pequeño tamaño en la dermis, en SL08 se expresaba 
en la zona interna del tumor y en SL09 sólo se observó en las células endoteliales de los vasos. En los nodulares, apareció 
marcaje en el estroma tumoral y, en SL04 y SL14 además, se expresó en la masa tumoral. En los CBCs  invasivos SL10, SL11 
y SL15, se expresó con distintas intensidad a nivel de tumor y del estroma, mientras que en SL12 sólo se expresó a nivel del 
tumor. 
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un anclaje mecánico, controla procesos de señalización celular y se ha sugerido que actúa 
como supresor tumoral, ya que favorece el crecimiento celular dependiente de anclaje, 
reduciendo la motilidad y por ende, impidiendo la metástasis (Goldmann et al., 2013; 
Goldmann, 2016). En miofibroblastos esta proteína se encuentra sobreexpresada (Gonda 
et al., 2010).  
 
 
Las imágenes correspondientes a la IF (Fig. 42 A) muestran que en los fibroblastos 
control esta proteína se encontraba localizada en los numerosos contactos focales, donde 
las fibras de estrés (microfilamentos de actina) se anclan a la membrana y al sustrato. En 
los fibroblastos procedentes de los CBCs superficiales, además, se apreciaba una señal 
difusa en el citoplasma. En los nodulares se observaron distintas localizaciones: en SL04 
apareció dispersa en el citoplasma y con una señal débil en los contactos focales; en 
SL05, SL06 y SL14 se observó marcaje difuso en el citoplasma y positivo en los contactos 
focales. En los fibroblastos de CBCs invasivos, la Vinculina mostró una localización muy  
Fig. 41 Morfología de los fibroblastos obtenidos a partir de biopsias humanas control y de CBCs. La morfología de 
los fibroblastos fue analizada mediante microscopía óptica, tras su tinción con azul de toluidina. Todos los cultivos mostraron 
células alargadas con la presencia de varios nucléolos en sus núcleos.  
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 Grupo Muestra 
Marcadores de CAFs 
Vinculina Vimentina FAP-1 Endoglina α-SMA S100A4 GAL-1 MMP-9 
Control 
SL01 
Contactos focales 
Fibras 
citoplasmáticas poco 
definidas 
Núcleo y 
citoplasma 
Citoplasma y membrana 
Citoplasma  
Red tipo RE Citoplasma Citoplasma 
SL03 
Citoplasma y 
fibras SL02 Fibras 
citoplasmáticas  SL13 
Superficial 
SL07 
Contactos focales y 
citoplasma 
Fibras 
citoplasmáticas poco 
definidas 
Núcleo y 
citoplasma 
Citoplasma y membrana 
(más intenso en algunas 
células) 
Citoplasma y 
fibras 
Red tipo RE 
Citoplasma 
Citoplasma 
SL08 
Fibras 
citoplasmáticas Citoplasma, membrana 
(más intenso en algunas 
células) y punteado 
Citoplasma 
SL09 
Fibras 
citoplasmáticas poco 
definidas 
SL16 
Fibras 
citoplasmáticas 
Punteado citoplasmático 
Citoplasma y 
fibras 
Citoplasma y 
núcleo 
Nodular 
SL04 
Contactos focales 
(débil) y citoplasma 
Fibras 
citoplasmáticas 
Núcleo y 
citoplasma 
Citoplasma y membrana 
(más intenso en algunas 
células) 
Citoplasma 
Red tipo RE y fibras 
periféricas 
Citoplasma 
Citoplasma 
SL05 
Contactos focales y 
citoplasma 
Citoplasma y membrana 
Citoplasma y 
fibras 
Red tipo RE y 
citoplasma 
Citoplasma y 
núcleo 
SL06 
Citoplasma y membrana 
(poco intenso) 
Red tipo RE 
Citoplasma 
SL14 Citoplasma y membrana Citoplasma 
Red tipo RE y 
citoplasma 
Invasivo 
SL10 
Contactos focales y 
citoplasma 
Fibras 
citoplasmáticas poco 
definidas 
Núcleo y 
citoplasma 
Citoplasma y membrana 
(más intenso en algunas 
células) 
Citoplasma y 
fibras 
Red tipo RE,  
citoplasma y fibras 
periféricas 
Citoplasma 
Citoplasma 
SL11 
SL12 Citoplasma Red tipo RE 
SL15 
Citoplasma, membrana 
(más intenso en algunas 
células) y punteado 
Citoplasma y 
fibras 
Red tipo RE, 
citoplasma y fibras 
periféricas 
Citoplasma y 
gránulos 
perinucleares 
Tabla 8 Patrón de expresión y localización de marcadores de CAFs en fibroblastos aislados a partir de biopsias de distintos tipos de CBC. Se indica tanto la localización como la 
distribución intracelular de cada uno de los marcadores, analizadas mediante IF. 7
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Fig. 42 Localización y expresión de Vinculina en fibroblastos de CBC. (A) En el análisis por IF, los fibroblastos control mostraron la 
Vinculina (señal de fluorescencia verde) en los contactos focales. En los fibroblastos de CBCs superficiales, además, se observó difusa 
en el citoplasma. En los fibroblastos del CBC nodular SL04 se apreció dispersa en el citoplasma y débilmente en los contactos focales; 
y en SL05, SL06 y SL14 la señal estaba difusa en el citoplasma e intensa en los contactos focales. Igualmente, en los fibroblastos de 
CBC invasivo la Vinculina se observó dispersa en el citoplasma y en los contactos focales. La señal roja corresponde a la F-actina. (B) 
Se muestra un experimento representativo de WB. (B.a) La cuantificación de la proteína mostró expresión variable de proteína entre las 
muestras control y más homogénea entre las muestras de los distintos tipos de CBCs. (B.b) El grupo control mostró mayor expresión de 
proteína que el resto de grupos, y los fibroblastos de CBCs superficiales mayor que de los invasivos. (**: P<0,05; ***: P<0,01). 
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dispersa en el citoplasma y también se visualizó en numerosos contactos focales en la 
periferia celular. La cuantificación de la expresión de esta proteína mediante WB (Fig. 42 
B), indicó la existencia de variabilidad entre las muestras control, mientras que en los 
fibroblastos de CBC la expresión fue muy similar dentro de cada grupo (Fig. 42 Ba). La 
comparación entre grupos (Fig. 42 Bb) reveló que la expresión de Vinculina en el grupo 
control era significativamente más elevada que la de los tres grupos de fibroblastos 
procedentes de CBC (P<0,01). Además, la expresión también era mayor en los 
superficiales que en los invasivos (P<0,05). 
4.2.2.1.2. Vimentina 
La Vimentina, como se ha mencionado anteriormente, es una proteína relacionada 
con la progresión tumoral y su sobreexpresión se asocia a un fenotipo invasivo (Satelli y 
Li, 2011).   
La expresión mediante IF se muestra en la Fig. 43 A. Los fibroblastos control SL01 
y SL03 mostraron una señal poco definida de la proteína, mientras que en SL02 y SL13 
formaba fibras estructuradas y paralelas al eje mayor de la célula. En los fibroblastos de 
CBCs superficiales también se visualizaron fibras, más definidas en SL08 y SL16 que en 
SL07 y SL09. Todos los fibroblastos de CBC nodular presentaban una distribución similar 
de la proteína, formando fibras citoplasmáticas paralelas al eje principal de la célula. Por 
último, en los invasivos, Vimentina mostró un patrón de expresión más difuminado. 
La evaluación, a nivel de proteína, mediante WB (Fig. 43 Ba), reveló una expresión 
variable de Vimentina entre las distintas muestras control, siendo menor en SL01 que en 
el resto. En los fibroblastos de CBC, la expresión de las muestras de un mismo grupo era 
más homogénea entre ellas. Según el análisis comparativo entre los distintos grupos (Fig. 
43 Bb), los fibroblastos de CBC nodular e invasivo presentaban menor expresión de 
Vimentina que los control (P<0,01 y P<0,05, respectivamente). Asimismo, la expresión en 
los nodulares fue menor que en los superficiales (P<0,01). No se encontraron diferencias 
significativas entre controles y superficiales. 
4.2.2.1.3. FAP-1 
La proteína transmembrana FAP-1 está implicada en degradación y remodelación 
de la MEC. Es producida de forma transitoria por los fibroblastos activados durante la 
embriogénesis y el cierre de herida. Se considera marcador de CAFs, ya que aparece 
sobreexpresada en la membrana de los fibroblastos en los tumores epiteliales 
(Teichgräber et al., 2015). 
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b 
Fig. 43 Localización y expresión de Vimentina en fibroblastos de CBC. (A) La imágenes de IF mostraron que los 
fibroblastos control SL01 y SL03 presentaron una señal poco definida, mientras que en SL02 y SL13 la proteína formaba fibras 
paralelas al eje mayor de la célula. En los fibroblastos de CBCs superficiales, esta proteína también se disponía en fibras, más 
definidas en el caso de SL08 y SL16. En todos los nodulares la proteína formaba fibras paralelas al eje principal del fibroblasto, 
mientras que en los invasivos la localización era dispersa y poco definida. (B) Se muestra un experimento representativo de 
WB. (B.a) La expresión intragrupo de la proteína era variable, sobre todo entre las muestras control. (B.b) La cantidad media 
de proteína no varió entre fibroblastos superficiales y control, mientras que en los fibroblastos nodulares e invasivos sí fue 
significativamente inferior con respecto a los control. Además, fue también significativamente menor en los fibroblastos 
nodulares respecto a los superficiales. (**: P<0,05; ***: P<0,01).  
Controles Superficiales Nodulares Invasivos 
Vimentina 
GAPDH 
B 
0
1
2
3
4
C Sup Nod Inv
D
O
R
 (
U
.A
.)
Tipo CBC
a 
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
C Sup Nod Inv
D
O
R
 (
U
.A
.)
Tipo CBC
*
* **
* 
**
* 
A 
SL07 SL08 SL09 
S
u
p
e
rf
ic
ia
l 
SL16 
SL04 SL05 SL06 
N
o
d
u
la
r 
SL14 
SL10 SL11 SL12 
In
v
a
s
iv
o
 
SL15 
C
o
n
tr
o
l 
SL01 SL02 SL03 SL13 
40μm 
 
77 Resultados 
Como muestra la IF (Fig. 44 A), en general, en todos los tipos de fibroblastos FAP-
1 se localizaba difuso en el citoplasma y de forma más intensa en el núcleo. Los resultados 
de cuantificación por WB (Fig. 44 Ba), indicaron una expresión heterogénea entre las 
muestras control, siendo menor en la muestra SL02. Sin embargo, la expresión entre 
fibroblastos de un mismo tipo de CBC era similar. Además, todos los fibroblastos aislados 
de CBCs, tanto de superficiales, como de nodulares e invasivos, presentaban 
significativamente menor expresión de FAP-1 que los controles (Fig. 44 Bb). 
Concretamente, fueron los fibroblastos de CBCs nodulares los que presentaron la menor 
expresión, siendo menor a la de los invasivos (P<0,01).  
La cuantificación de la expresión de FAP-1 a nivel de ARNm, determinada mediante 
RT-PCR (Fig. 44 C), no reveló diferencias significativas entre los distintos tipos de CBC 
(datos no mostrados), aunque los superficiales SL08 y SL16 y el nodular SL05 
presentaron una mayor expresión de FAP-1 que los fibroblastos control. 
4.2.2.1.4. Endoglina 
La Endoglina o CD-105 (Cluster of Differentiation 105) es un receptor de membrana 
que interacciona con receptores tipo I y II de TGF-β y modula su señal. Su expresión es 
regulada de forma positiva por el propio TGF-β y ciertas situaciones de estrés como la 
hipoxia. Esta proteína se encuentra sobreexpresada en células endoteliales en 
proliferación, localizadas en tejidos con angiogénesis activa, como los tumores 
(Kopczyńska et al., 2012).  
Por tanto, actúa regulando la angiogénesis. Además, se ha descrito su papel como 
supresor de la malignidad tumoral, aunque también puede favorecer la metástasis según 
el tipo de cáncer (Pérez-Gómez et al., 2007 y 2010; Quintanilla et al., 2015). 
En el análisis por IF (Fig. 45 A) se observó que, en todos los fibroblastos control, la 
proteína se expresaba de forma uniforme en el citoplasma y en la membrana. Sin embargo, 
en los fibroblastos de CBC superficial, Endoglina mostró una señal más irregular, en 
algunas células, similar a los controles, pero en otras la expresión era más tenue. Además, 
se observó un punteado citoplasmático en algunos fibroblastos de los CBCs superficiales 
SL08, SL09 y SL16, que podría corresponder a vesículas del retículo endoplasmático (RE). 
En los nodulares se encontraron distintos patrones de expresión: distribución homogénea 
e intensidad baja (SL06), distribución homogénea e intensidad media (SL05 y SL14), y 
distribución heterogénea (SL04), similar a la de los superficiales. Los fibroblastos 
invasivos mostraron el mismo patrón de expresión que los superficiales. 
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Fig. 44 (Parte 1) Localización y expresión de FAP-1 en los fibroblastos de CBC.  
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La cuantificación mediante WB (Fig. 45 Ba), reveló una expresión homogénea en 
las muestras de un mismo grupo de fibroblastos, a excepción de los fibroblastos nodulares, 
cuyas muestras SL05 y SL06 mostraron una menor expresión respecto al resto. En 
general, en los fibroblastos control se observó una mayor expresión de la proteína que en 
los fibroblastos de CBC (P<0,01). Por último, la menor expresión de Endoglina, dentro de 
los fibroblastos procedentes de CBC, se registró en los nodulares, siendo 
significativamente menor que en los superficiales (P<0,01) (Fig. 45 Bb). 
4.2.2.1.5. α-SMA 
La evaluación de α-SMA mediante IF (Fig. 46 A) reveló que, en general, esta 
proteína se distribuía de forma difusa por el citoplasma. Además, formaba fibras definidas 
y paralelas al eje mayor del fibroblasto en determinados grupos de células. En el grupo 
control se encontraron escasas agrupaciones celulares con fibras definidas. Por el 
contrario, estas agrupaciones fueron patentes en algunas muestras de fibroblastos 
superficiales  (SL07 y SL16), nodulares (SL05 y SL06) e invasivos (SL10, SL11 y SL15). 
Esta variabilidad de expresión intragrupo se apreció también en el análisis cuantitativo 
mediante WB (Fig. 46 B) en los grupos de fibroblastos de CBC, por lo que no se pudo 
realizar una comparación global entre los distintos grupos de fibroblastos. Los controles 
presentaron una expresión homogénea entre ellos. 
La cuantificación a nivel de ARNm mediante RT-PCR (Fig. 46 C) también confirmó 
la variabilidad de expresión entre las distintas muestras de cada tipo de fibroblastos.  
4.2.2.1.6. S100A4 
La sobreexpresión de la proteína S100A4 se correlaciona con metástasis. Se ha 
descrito su localización en núcleo, citoplasma, medio extracelular y, además, distribuida 
en  forma  de  fibras en la  periferia  celular y a  modo de red  membranosa  similar  al  RE 
Fig. 44 (Continuación) Localización y expresión de FAP-1 
en los fibroblastos de CBC. (A) Las imágenes de IF 
mostraron que, en todos los grupos, FAP-1 se expresaba tanto 
en el núcleo como en el citoplasma, visualizándose más 
intensamente a nivel nuclear en todos los casos. (B) Se 
muestra un experimento representativo de WB. (B.a) La 
expresión intragrupo de FAP-1 fue heterogénea en el grupo 
control, mientras que en el resto de grupos era más homogénea 
(B.b) La expresión de FAP-1 era significativamente mayor en 
el grupo control que en el resto de grupos. Además, fue 
significativamente inferior en nodulares que en invasivos. (C) 
Se representan los valores de expresión a nivel de ARNm 
obtenidos mediante RT-PCR y relativizados a la muestra 
control SL01. No se observaron diferencias significativas entre 
los grupos (datos no mostrados). (**: P<0,05; ***: P<0,01). 
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Fig. 45 Localización y expresión de Endoglina en los fibroblastos de CBC. (A) Mediante IF se vio que la proteína se 
expresaba de forma uniforme en el citoplasma y la membrana de los fibroblastos control, mientras que en los fibroblastos de 
CBCs superficiales e invasivos se expresaba más intensamente en algunas células, y se observó un punteado en SL08, SL09 
y SL16. Los nodulares mostraron distintas distribuciones: en SL06 era uniforme y poco intensa, uniforme y más intensa en SL05 
y SL14, y heterogénea entre las células de SL04. (B) Se muestra un experimento representativo de WB. (Ba) La expresión era 
similar entre las muestras de un mismo grupo. (Bb) Los fibroblastos control expresaban más Endoglina que los tres grupos de 
fibroblastos de CBC, y los de superficiales más que los de nodulares. (**: P<0,05; ***: P<0,01). 
Controles Superficiales Nodulares Invasivos 
Endoglina 
GAPDH 
0
1
2
3
4
5
C Sup Nod Inv
D
O
R
 (
U
.A
.)
Tipo CBC
0
1
2
3
4
5
C Sup Nod Inv
D
O
R
 (
U
.A
.)
Tipo CBC
*** 
*** 
b 
B 
a 
A 
 
81 Resultados 
 
S
u
p
e
rf
ic
ia
l 
N
o
d
u
la
r 
In
v
a
s
iv
o
 
C
o
n
tr
o
l 
SL07 SL08 SL09 SL16 
SL01 SL02 SL03 SL13 
SL04 SL05 SL06 SL14 
SL10 SL11 SL12 SL15 
100μm 
A 
Controles Superficiales Nodulares Invasivos 
α-SMA 
GAPDH 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
C Sup Nod Inv
D
O
R
 (
U
.A
.)
Tipo CBC
B 
Fig. 46 Localización y expresión de α-SMA en los fibroblastos de CBC. (A) La localización de la proteína mediante IF reveló, 
en general, una distribución difusa en el citoplasma y grupos de células en los que la proteína forma fibras paralelas al eje mayor 
del fibroblasto. En las muestras control no se encontraron apenas nidos de fibras, mientras que en los superficiales SL07 y Sl16, y 
en los nodulares SL05 y SL06 se observaron diversos acúmulos. (B) En la cuantificación de la proteína mediante WB se observó 
la misma variabilidad de expresión: los superficiales SL07 y SL16, y el nodular SL05 mostraron mayor expresión; mientras que el 
invasivo SL11 apenas mostró expresión de la proteína. Se muestra un experimento representativo. (C) A nivel de ARNm, se 
confirmó la variabilidad de expresión observada mediante WB. Se muestran los datos de RT-PCR relativizados al control SL01.  
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alrededor del núcleo. En tejidos sanos se ha visto expresada en fibroblastos y células 
endoteliales, entre otros tipos celulares (Mandinova et al., 1998; Andersen et al., 2011).  
Las observaciones realizadas mediante IF (Fig. 47 A) revelaron una distribución 
reticular cercana al núcleo en los fibroblastos control y en los de CBCs superficiales. Este 
mismo patrón se apreció, en general, en los fibroblastos de los CBCs nodulares, en los 
que también se apreció una distribución periférica fibrilar de la proteína en SL04, y 
dispersa por el citoplasma en SL05 y SL14. En cuanto a los fibroblastos de CBC invasivo, 
S100A4 presentó una distribución tipo RE y formando fibras en la periferia celular, 
exceptuando SL12 en la que no se observaron dichas fibras.  
A 
B Fig. 47 Localización y expresión de S100A4 en los 
fibroblastos de CBC. (A) Mediante IF, los fibroblastos 
control y de CBC superficial mostraron una distribución de la 
proteína similar a la del RE. En los nodulares, además de la 
red tipo RE, SL04 mostró una localización periférica en 
forma de fibras, y SL05 y SL14 la tenían difusa en el 
citoplasma. Todos los invasivos mostraron la proteína en la 
distribución tipo RE y, excepto SL12, en fibras en la periferia. 
(B) La expresión evaluada mediante RT-PCR, se 
representan los datos relativizados a la muestra control 
SL01. No se encontraron diferencias significativas entre los 
distintos grupos (datos no mostrados). 
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Los estudios de RT-PCR (Fig. 47 B) revelaron que no existían diferencias 
significativas entre los distintos tipos de CBC (datos no mostrados). 
4.2.2.1.7. Galectina-1 
La GAL-1 es una proteína citosólica de unión a β-galactosidasa involucrada en 
mecanismos que regulan la actividad de las células malignas. El incremento de expresión 
de GAL-1 se ha correlacionado con numerosos procesos de progresión tumoral, como 
agregación celular-formación del tumor, metástasis, angiogénesis y apoptosis (Cousin y 
Cloninger, 2016).  
El estudio de GAL-1 por IF (Fig. 48 A) mostró una señal difusa de la proteína en el 
citoplasma de todas las células. Además, en todos los cultivos, se apreció su distribución 
a modo de fibras en algunas de las células. En el caso del superficial SL16 y el nodular 
SL05 se observó también expresión a nivel nuclear. Además, en el invasivo SL15, se 
visualizó una distribución en forma de gránulos perinucleares. 
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Fig. 48 Localización y expresión de Galectina-1 en los fibroblastos de CBC. 
 
84 Resultados 
 
 
 
El análisis de expresión de la proteína mediante WB reveló homogeneidad en la 
expresión de GAL-1 a nivel intragrupo (Fig. 48 Ba). Los fibroblastos control presentaron 
una expresión significativamente mayor que los fibroblastos de CBC nodular (P<0,05) e 
invasivo (P<0,1) (Fig. 48 Bb). No se encontraron diferencias entre el grupo control y 
superficial, pero sí entre el superficial y el nodular (P<0,01), y el superficial y el invasivo 
(P<0,05).  
La evaluación mediante RT-PCR (Fig. 48 C) no reveló diferencias significativas 
entre los tipos de fibroblastos de CBC (datos no mostrados), siendo muy homogénea entre 
todas las muestras.  
4.2.2.1.8. MMPs 
Las MMPs están tradicionalmente relacionadas con la remodelación de la MEC y, 
en particular, con la invasión tumoral y la angiogénesis (Taguchi et al., 2014; Shay et al., 
2015).   
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Fig. 48 (Continuación) Localización y expresión de 
Galectina-1 en los fibroblastos de CBC. (A) Mediante IF, en 
general, apareció difusa en el citoplasma, y en algunos 
fibroblastos, se apreciaron fibras. Además, se expresaba en el 
núcleo del superficial SL16 y el nodular SL05; y en gránulos 
perinucleares en el invasivo SL15. (B) Se muestra un 
experimento representativo de WB. (Ba) La expresión en las 
muestras de cada grupo fue similar. (Bb) La expresión era mayor 
en el grupo control que en fibroblastos de CBCs nodulares e 
invasivos, y en superficiales que en nodulares e invasivos. (C) 
Se muestran los datos de ARNm, obtenidos mediante RT-PCR, 
relativizados a la muestra control SL01. No se encontraron 
diferencias significativas entre los distintos grupos de fibroblastos 
(datos no mostrados). (*: P<0,1; **: P<0,05; ***: P<0,01). 
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La MMP-1 está estrechamente relacionada con la proteólisis pericelular -
componentes de la MEC, proteínas transmembrana y factores solubles- y la de sustratos 
intracelulares, como quinasas de adhesión focal (Koziol et al., 2012). Los resultados 
obtenidos a nivel de ARNm mediante RT-PCR (Fig. 49 A) de su secuencia preamplificada, 
mostraron variabilidad de expresión en las distintas muestras de cada tipo de CBC pero, 
en general, los fibroblastos procedentes de CBC mostraron una mayor expresión de 
MMP-1 que los controles. 
La MMP-9 es secretada por células endoteliales y fibroblastos y, concretamente, se 
ha visto sobreexpresada en células endoteliales de nichos premetastásicos (Taguchi et 
al., 2014; Shay et al., 2015). En los resultados del análisis de RT-PCR (Fig. 49 B) de su 
secuencia preamplificada, se observó una expresión heterogénea intragrupo en los 
fibroblastos de CBC. Aunque no se observaron diferencias significativas entre los distintos 
grupos de fibroblastos (datos no mostrados), cabe mencionar que la mayoría de 
fibroblastos de CBCs presentaron niveles de este marcador superiores a los de los 
controles. Esta MMP, además, se analizó por IF (Fig. 49 C), observándose una señal 
difusa en todos los fibroblastos, tanto sanos como provenientes de CBC.  
4.2.3. Evaluación del estrés oxidativo en fibroblastos de CBCs 
4.2.3.1. Producción de ROS  
En la Fig. 50 se muestran los resultados de la medida de los niveles de ROS en los 
fibroblastos controles y procedentes de CBCs, obtenidos mediante citometría de flujo, 
empleando la sonda DHF-DA. En general, los fibroblastos de CBCs superficiales y 
nodulares presentaron un nivel basal de ROS superior al de los fibroblastos control, 
excepto una muestra de cada grupo (SL08 y SL05) (Fig. 50 A). Los fibroblastos 
procedentes de CBCs invasivos mostraron niveles similares a los controles. En la Fig. 50 
B se muestra la comparativa entre los distintos grupos de fibroblastos retirando las 
muestras SL08 y SL05. Se comprobó que los fibroblastos de CBCs superficiales y 
nodulares presentaban niveles de ROS significativamente superiores a los de los 
fibroblastos control (P<0,1). 
4.2.3.2. Estudio de genes relacionados con el estrés oxidativo 
Teniendo en cuenta los resultados de producción de ROS, los datos de la 
bibliografía que apoyan que los CAFs muestran niveles superiores de las mismas (Chan 
et al., 2017), y el papel de éstas en el proceso de progresión tumoral, a continuación se 
evaluó la expresión de un panel de genes relacionados con el estrés oxidativo en las 16 
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muestras de fibroblastos: 4 controles y 4 procedentes de cada tipo de CBC (superficial, 
nodular e invasivo). 
Fig. 49 Expresión de MMPs en fibroblastos de CBC. Se representan los datos de ARNm, analizado mediante RT-PCR, para 
MMP-1 (A) y MMP-9 (B), relativizados a la muestra control SL01. En MMP-9 se representa la media de dos datos. En general, 
la expresión de ambas era mayor en los fibroblastos de CBCs que en los control. No se observaron diferencias significativas 
entre los distintos grupos (datos no mostrados). (C) El estudio de la localización de la MMP-9 mediante IF, reveló una distribución 
difusa en todos los fibroblastos.  
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En la Tabla 9 se muestran los genes estudiados y, en aquellos que resultaron 
alterados de forma significativa (P<0,1), se indica el fold-change, es decir, el nivel de 
cambio en la expresión con respecto al grupo control. La sobreexpresión del gen con 
respecto al control aparece marcada en rojo, mientras que la subexpresión se indica en 
verde. Se usaron como controles los genes ACTB (β-actina), B2M (β-2-microglobulin), 
GAPDH (Gliceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), HPRT1 (Hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1) y RPLP0 (Ribosomal Protein Large P0) para la relativización 
de la expresión. 
Se hallaron genes que estaban específicamente alterados en los fibroblastos 
procedentes de un único tipo de CBC. En los fibroblastos de superficiales RNF7 se 
encuentra subexpresado; en los de nodulares ALOX12, ATOX1, OXSR1 y STK25 
sobreexpresados; y en los de invasivos VIMP sobreexpresado y GPX1, NCF1 y NOS2 
subexpresados. 
Los genes alterados en los fibroblastos de dos de los tipos de CBC fueron: en 
superficiales y nodulares, subexpresados PRDX2 y PTGS1; en superficiales e invasivos, 
sobreexpresados BNIP3 y PRDX4, y subexpresado PRDX3; y en nodulares e invasivos, 
sobreexpresados FTH1, GCLM y GSS.  
Los genes HMOX1 y PNKP se sobreexpresaron en los CAFs de los tres tipos de 
CBC, y los genes DHCR24, GCLC, PDLIM1 y UCP2 se subexpresaron. 
 
  Tipo de CBC 
Símbolo Proteína Superficial Nodular Invasivo 
ALB Albumin    
ALOX12 Arachidonate 12-lipoxygenase  1,77  
AOX1 Aldehyde oxidase 1    
APOE Apolipoprotein E    
ATOX1 Antioxidant protein 1 homolog (yeast)  1,22  
BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 1,72  1,32 
CAT Catalase    
Fig. 50 Producción de ROS por citometría de flujo. (A) El estudio del nivel basal de ROS de los CAFs mediante citometría 
de flujo reveló que, la mayoría de superficiales y nodulares poseían niveles superiores a los control, excepto el superficial SL08 
y el nodular SL05. El grupo invasivo tenía niveles similares a los fibroblastos control. (B) En la comparativa entre grupos, 
retirando las muestras SL08 y SL05, se observó que superficiales y nodulares presentaban niveles superiores de ROS respecto 
a los control.  
(*: P<0,1). 
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CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5    
CCS Copper chaperone for superoxide dismutase    
CYBB Cytochrome b-245, beta polypeptide    
CYGB Cytoglobin    
DHCR24 24-dehydrocholesterol reductase -1,93 -1,97 -2,06 
DUOX1 Dual oxidase 1    
DUOX2 Dual oxidase 2    
DUSP1 Dual specificity phosphatase 1    
EPHX2 Epoxide hydrolase 2, cytoplasmic    
EPX Eosinophil peroxidase    
FOXM1 Forkhead box M1    
FTH1 Ferritin, heavy polypeptide 1  1,77 1,56 
GCLC Glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit -2,68 -1,92 -2,33 
GCLM Glutamate-cysteine ligase, modifier subunit  1,39 1,26 
GPX1 Glutathione peroxidase 1   -1,54 
GPX2 Glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal)    
GPX3 Glutathione peroxidase 3 (plasma)    
GPX4 Glutathione peroxidase 4 (phospholipid hydroperoxidase)    
GPX5 Glutathione peroxidase 5 (epididymal androgen-related protein)    
GPX6 Glutathione peroxidase 6 (olfactory)    
GPX7 Glutathione peroxidase 7    
GSR Glutathione reductase    
GSS Glutathione synthetase  1,15 1,17 
GSTP1 Glutathione S-transferase pi 1    
GSTZ1 Glutathione transferase zeta 1    
GTF2I General transcription factor IIi    
HO-1 Heme oxygenase (decycling) 1 2,44 2,78 3,19 
HSPA1A Heat shock 70kDa protein 1A    
KRT1 Keratin 1    
LPO Lactoperoxidase    
MB Myoglobin    
MBL2 Mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble    
MGST3 Microsomal glutathione S-transferase 3    
MPO Myeloperoxidase    
MPV17 MpV17 mitochondrial inner membrane protein    
MSRA Methionine sulfoxide reductase A    
MT3 Metallothionein 3    
NCF1 Neutrophil cytosolic factor 1   -2,20 
NCF2 Neutrophil cytosolic factor 2    
NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible   -3,32 
NOX4 NADPH oxidase 4    
NOX5 NADPH oxidase, EF-hand calcium binding domain 5    
NQO1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1    
NUDT1 Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 1    
OXR1 Oxidation resistance 1    
OXSR1 Oxidative-stress responsive 1  1,39  
PDLIM1 PDZ and LIM domain 1 -2,46 -2,15 -2,03 
PNKP Polynucleotide kinase 3'-phosphatase 1,32 1,23 1,39 
PRDX1 Peroxiredoxin 1    
PRDX2 Peroxiredoxin 2 -1,46 -1,40  
PRDX3 Peroxiredoxin 3 -1,24  -1,26 
PRDX4 Peroxiredoxin 4 1,37  1,22 
PRDX5 Peroxiredoxin 5    
PRDX6 Peroxiredoxin 6    
PREX1 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange factor 1    
PRNP Prion protein    
PTGS1 
Prostaglandin-endoperoxide synthase 1  
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) 
-3,40 -2,56  
PTGS2 
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) 
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A partir de estos resultados de expresión alterada, se seleccionaron genes 
concretos con el fin de confirmar dichos resultados. Estos genes fueron: HO-1, por ser el 
más sobreexpresado y estar alterado en todos los grupos de fibroblastos de CBC; UCP2, 
el más subexpresado y alterado en todos los tipos de CBC; y GSS, que se sobreexpresó 
en los fibroblastos de CBCs nodulares e invasivos, las formas más agresivas de los 
tumores, por ser un gen involucrado en la síntesis del GSH, el cual está relacionado con 
detoxificación, progresión del cáncer y resistencia a terapias. 
4.2.3.2.1. Hemooxiganasa-1 
La HO-1, es la forma inducible de la hemooxigenasa. Su inducción está mediada 
por diversas situaciones de estrés como la hipoxia o la radiación UV. Su sobreexpresión 
se ha descrito en numerosos cánceres humanos y se relaciona con el mal pronóstico en 
pacientes, ya que su expresión también es regulada de forma positiva por oncogenes. En 
la célula tumoral, la proteína se localiza en el citoplasma, anclada al RE, pero también se 
ha descrito su localización en el núcleo -correlacionándose con la progresión tumoral-, en 
la mitocondria y en caveolas (Raval et al., 2012; Dunn et al., 2014; Chau, 2015). 
El análisis de expresión mediante array indicó una expresión significativamente 
mayor de HO-1 en fibroblastos de CBC superficial, nodular e invasivo en comparación 
con los fibroblastos control (Tabla 9). La evaluación mediante RT-PCR (Fig. 51 A), reveló 
que el aumento sólo era significativo en los fibroblastos de CBC nodular (P<0,05).  
El patrón de expresión y la localización de la proteína se evaluaron mediante IF (Fig. 
51 B). En general, todos los tipos de fibroblastos presentaban una señal débil y difusa de 
HO-1 localizada en el citoplasma. No obstante, en todos los cultivos se observaron 
PXDN Peroxidasin homolog (Drosophila)    
RNF7 Ring finger protein 7 -1,21   
SCARA3 Scavenger receptor class A, member 3    
VIMP Selenoprotein S   1,59 
SEPP1 Selenoprotein P, plasma, 1    
SFTPD Surfactant protein D    
SIRT2 Sirtuin 2    
SOD1 Superoxide dismutase 1, soluble    
SOD2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial    
SOD3 Superoxide dismutase 3, extracellular    
SQSTM1 Sequestosome 1    
SRXN1 Sulfiredoxin 1    
STK25 Serine/threonine kinase 25  1,27  
TPO Thyroid peroxidase    
TTN Titin    
TXN Thioredoxin    
TXNRD1 Thioredoxin reductase 1    
TXNRD2 Thioredoxin reductase 2    
UCP2 Uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier) -7,82 -9,98 -7,29 
Tabla 9 Análisis de expresión de genes relacionados con estrés oxidativo. Se estudiaron mediante array diversos genes 
relacionados con estrés oxidativo en CAFs. Se indica el gen, la proteína y el fold-change respecto al grupo de fibroblastos 
control. En rojo se señalan los genes sobreexpresados y en verde los subexpresados (P<0,1).  
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algunas células con una señal también citoplasmática pero más intensa. Dichas células, 
aparentemente, se observaron en mayor proporción en los cultivos de fibroblastos 
procedentes de CBCs invasivos. La cuantificación de la proteína mediante WB (Fig. 51 
C) reveló que los fibroblastos de CBC superficial presentaban mayor expresión de HO-1 
que los controles (P<0,001), mientras que en los procedentes de nodulares, la expresión 
de la proteína era significativamente menor que en el resto de grupos. La muestra que 
presentó mayor expresión de HO-1 fue la del invasivo SL15, si bien el resto de su grupo 
tenía niveles similares a los de los controles. 
Fig. 51 (Parte 1) Localización y expresión de HO-1 en los fibroblastos de CBC.  
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4.2.3.2.2. Uncoupling Protein 2 
Las UCPs (Uncoupling Proteins) son proteínas transportadoras de aniones de la 
membrana interna mitocondrial. Desacoplan la fosforilación oxidativa, disipando la 
energía en forma de calor. Están reguladas por el estrés oxidativo. En concreto, la UCP2 
se expresa en diversos tejidos y se ha sugerido que juega un papel en la disminución de 
la producción de ROS, inhibiendo la muerte en células tumorales (Mori et al., 2008; 
Robbins y Zhao, 2011). 
El análisis mediante array muestra que UCP2 está significativamente subexpresada 
en los fibroblastos de todos los tipos de CBC con respecto a los controles (Tabla 9). La 
validación a nivel de ARNm mediante RT-PCR (Fig. 52 A), confirmó éstas diferencias 
significativas (P<0,05). 
La evaluación de UCP2 por IF (Fig. 52 B) mostró un patrón de expresión de la 
proteína similar en todas las muestras, difuso y en forma de red en el citoplasma. La señal 
era tenue en los fibroblastos de CBC superficial SL09 y SL16. La cuantificación de la 
expresión de la proteína mediante WB (Fig. 52 C), indicó que los fibroblastos procedentes 
de CBC superficial y nodular expresaban una cantidad significativamente mayor de 
proteína que los controles y  los invasivos. 
Controles Superficiales Nodulares Invasivos 
HO-1 
GAPDH 
C 
Fig. 51 (Continuación) Expresión y localización de HO-1 en los fibroblastos de CBC. (Aa) Se representa la media de los 
datos de ARNm, obtenidos mediante RT-PCR, relativizados a la muestra control SL01. Todas las muestras de CAFs 
expresaban niveles superiores a los controles, excepto el invasivo SL10; (Ab) siendo significativamente mayor en el grupo 
nodular que en el control. (B) Mediante IF, en general, las células mostraron un patrón difuso con baja fluorescencia, 
observándose además células con señal intensa en el citoplasma; las cuales parecen ser más numerosas en los fibroblastos 
procedentes de CBC invasivo, sobretodo en SL15. (C) Se muestra un experimento representativo de WB. (Ca) La expresión 
fue homogénea entre las muestras de un mismo grupo, excepto en invasivos, donde SL15 mostró una expresión superior. (Cb) 
Los nodulares presentaron menor nivel de expresión de HO-1 que el resto de grupos, siendo mayor en superficiales que en 
controles. (*: P<0,1; **: P<0,05; ****: P<0,001). 
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Fig. 52 (Parte 1) Expresión y localización de UCP2 en los fibroblastos de CBC.  
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4.2.3.2.3. Glutatión sintetasa 
El GSH es sintetizado en el citoplasma de las células por la acción de dos enzimas: 
la glutamato cisteína ligasa (GCL) y la GSS. Las funciones del GSH son la detoxificación 
de xenobióticos y el mantenimiento del estado redox de la célula, entre otras. La 
concentración intracelular de GSH está regulada por la inhibición de la GCL por el GSH. 
Así, existe un equilibrio celular entre la síntesis y el consumo de este metabolito (Ballatori 
et al., 2009; Lu, 2013; Traverso et al., 2013).  
El análisis de expresión mediante array indicó una expresión significativamente 
mayor de GSS en los fibroblastos procedentes de CBCs nodulares e invasivos que en los 
del grupo control (Tabla 9). En la validación mediante RT-PCR (Fig. 53 A), sin embargo, 
no se encontraron diferencias significativas de expresión en ninguno de los tipos de CBC 
respecto a los controles.  
En las observaciones de IF (Fig. 53 B) se apreció en todos los fibroblastos una señal 
de la proteína tanto difusa y reticulada en el citoplasma, como en forma de punteado en 
el núcleo. La señal nuclear era abundante en el superficial SL07, mientras que en el 
nodular SL06 se apreciaba una fluorescencia más intensa y uniforme. La cuantificación 
de proteína mediante WB (Fig. 53 C) reveló una menor expresión de la proteína en los 
fibroblastos de CBCs nodulares respecto a los de controles y superficiales (P<0,05). 
Fig. 52 (Continuación) Expresión y localización de UCP2 en los fibroblastos de CBC. (Aa) Se representan los valores de 
expresión a nivel de ARNm, obtenidos mediante RT-PCR, relativizados a la muestra control SL01. (Ab) Los fibroblastos control 
expresaron niveles superiores de UCP2 que los CAFs. (B) Mediante IF, UCP2 mostraba un patrón de expresión difuso en el 
citoplasma y en forma de red citoplasmática en todas las muestras. Este era menos visible en los superficiales SL09 y SL16. 
(C) Se muestra un experimento representativo de WB. (Ca) Se observó expresión homogénea intragrupo, excepto el nodular 
SL04 y el invasivo SL12 que mostraron expresiones elevadas respecto al resto de muestras de su grupo. (Cb) Los superficiales 
y nodulares mostraron mayor expresión que controles e invasivos. (*: P<0,1; **: P<0,05; ***: P<0,01). 
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Fig. 53 (Parte 1) Localización y expresión de GSS en los fibroblastos de CBC.  
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4.3. Efecto de los fibroblastos sobre la respuesta a TFD del 
CBC 
 
En un tercer y último bloque experimental, se realizó una primera aproximación al 
estudió del efecto del medio condicionado de fibroblastos procedentes de CBC sobre la 
resistencia a TFD de las poblaciones P y 10ªG de la línea CSZ de CBC murino. La línea 
CSZ fue escogida para este estudio por ser la que mostró un mayor nivel de resistencia 
de su población 10ªG y ser la que presentó cambios morfológicos más evidentes. Por otra 
parte, se seleccionaron los fibroblastos control SL01 y los procedentes del CBC invasivo 
SL15, debido a que ambas muestras presentaban características propias de fibroblastos 
normales y de CAFs, respectivamente (Tabla 10). Los fibroblastos SL15, mostraron 
mayor expresión de Vimentina, S100A4, MMP-1 y MMP-9, y menor expresión de 
Endoglina y Vinculina que los SL01. Además, presentaron mayor expresión de HO-1 y 
menor de UCP2.  
 
 
Fig. 53 (Continuación) Localización y expresión de GSS en los fibroblastos de CBC. (Aa) Se muestra la expresión a nivel 
de ARNm, medida mediante RT-PCR relativizada al control SL01. (Ab) No se encontraron diferencias significativas entre los 
grupos. (B) Mediante IF, la proteína se localizaba difusa y reticulada en el citoplasma y, además, en el núcleo de algunos 
fibroblastos. En el superficial SL07 se vio un punteado nuclear abundante, y en el nodular SL06 la fluorescencia era más 
intensa y uniforme. (C) Se muestra un experimento representativo de WB. (Ca) Se observaron niveles de expresión similares 
entre las distintas muestras de cada grupo, con alguna diferencia entre los superficiales. (Cb) Los CAFs de CBC nodular 
expresaron menos GSS que los controles y superficiales. (**: P<0,05). 
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4.3.1. Efecto sobre la proliferación y la respuesta a TFD  
Los ensayos de supervivencia tras los tratamientos fotodinámicos con medio 
condicionado de fibroblastos control (MC) y de CAFs de CBC invasivo (MI) relevaron un 
efecto diferencial sobre las poblaciones CSZ P y 10ªG. En CSZ P (Fig. 54 A), el MI 
ocasionó una disminución de la proliferación celular (P<0,05), mientras que el MC no tuvo 
un efecto significativo sobre dicho parámetro. En cuanto a CSZ 10ªG, su tasa de 
proliferación no se vio afectada ni por MC ni por MI (Fig. 54 B).   
En cuanto al efecto sobre la respuesta a TFD, el MC indujo una mayor resistencia 
de CSZ P con dosis de 1,35 J/cm2 (P<0,05) (Fig. 54 A). En CSZ 10ªG, el MC también 
parecía inducir una mayor resistencia a TFD con todas las dosis, mientras que con MI no 
se observó ningún efecto sobre la supervivencia celular (Fig. 54 B). 
Muestra Control SL01 Invasivo SL15 
Expresión en SL15 
respecto a SL01 
Técnica IF IF WB RT-PCR 
M
ar
ca
d
o
re
s 
d
e 
C
A
F
s 
Vinculina Contactos focales 
Contactos focales pequeños y 
citoplasma 
 
 
Vimentina 
Fibras citoplasmáticas 
poco definidas 
Fibras citoplasmáticas poco 
definidas 
  
FAP-1 Núcleo y citoplasma Núcleo y citoplasma   
Endoglina Citoplasma y membrana 
Citoplasma (más intenso en 
algunas células) membrana y 
punteado 
 
 
α-SMA Citoplasma  Citoplasma y fibras = = 
S100A4 Red tipo RE 
Red tipo RE, citoplasma y fibras 
periféricas 
 
 
GAL-1 Citoplasma 
Citoplasma y gránulos 
perinucleares 
 
= 
MMP-9 Citoplasma Citoplasma   
MMP-1     
G
en
es
 d
e 
es
tr
és
 
o
xi
d
at
iv
o
 HO-1 
Alguna célula con 
marcaje intenso en 
citoplasma 
Todas las células con marcaje 
intenso en citoplasma 
  
UCP2 Citoplasma Citoplasma  =  
GSS 
Difuso en la zona 
perinuclear  
Núcleo y fibras citoplasmáticas = = 
Tabla 10 Expresión de marcadores de CAFs y de genes relacionados con estrés oxidativo en fibroblastos control 
(SL01) y de CBC invasivo (SL15). Esta tabla resume los resultados del análisis de expresión de determinados marcadores 
de CAFs y asociados a estrés oxidativo en muestras de fibroblastos seleccionados para los experimentos de co-cultivo. La 
localización intracelular y la distribución de las proteínas se evaluaron mediante IF. La cuantificación de la expresión se realizó 
a nivel de proteína mediante WB y a nivel de ARNm mediante RT-PCR (flecha roja: subexpresión del marcador en SL15 
respecto a SL01; flecha verde: sobreexpresión del marcador en SL15 respecto a SL01; =: ausencia de diferencias de 
expresión).  
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se realizó la evaluación de algunos 
aspectos relacionados con los medios de cultivo condicionados que podría tener relación 
con la respuesta a TFD observada: concentración de proteína y actividad de MMPs en el 
medio, y distribución de proteínas de adhesión en las células P y 10ªG. 
4.3.2. Concentración de proteína total 
El efecto diferencial que ejercen los medios condicionados utilizados sobre la 
respuesta de las células a TFD podría deberse a diferencias en el contenido total de 
proteína en los medios, puesto que una mayor concentración proteica podría dificultar la 
entrada de la droga en la célula o favorecer su expulsión a través de la bomba Abcg2 
(Ogino et al., 2011; Yamamoto et al., 2013). Por este motivo, se procedió a realizar una 
medida de la concentración de proteína en los tres tipos de medio, utilizando el método 
del BCA (Fig. 55). Los resultados indicaron una concentración proteica significativamente 
mayor en el MC que en el control (DMEM 0,5 % FBS) (P<0,001). Sin embargo, no se 
observaron diferencias entre MC y MI. 
Fig. 54 Efecto del medio condicionado por fibroblastos control y CAFs de CBC invasivo sobre la resistencia a TFD de 
las poblaciones P y 10ªG de la línea CSZ. (A) En CSZ P, el MI disminuyó la proliferación celular en la condición control. El 
MC indujo una mayor resistencia a la TFD con la dosis de 1,35 J/cm2. (B) En CSZ 10ªG, el MC mostró una tendencia de 
inducción de la resistencia a TFD con todas las dosis de luz testadas, mientras que el MI no tuvo ningún efecto sobre la 
efectividad de la TFD. (**: P<0,05). 
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Fig. 55 Concentración de proteína total. 
La concentración de proteína en el medio 
condicionado con fibroblastos control 
(MC), analizada mediante BCA, fue mayor 
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4.3.3. Actividad de MMPs 
Asimismo, se procedió a estudiar la actividad de las MMPs 2 y 9 en los medios de 
cultivo condicionados MC y MI, en comparación al medio control DMEM 0,5 % FBS no 
condicionado (Fig. 56). El análisis se llevó a cabo mediante zimografía, una técnica que 
permitió evaluar tanto la actividad conjunta de ambas MMPs como la actividad de MMP-
2 y MMP-9 de forma individual. 
Los resultados obtenidos indicaron que la actividad conjunta de ambas MMPs era 
mayor en el MI que en el MC (Fig. 56 A). La actividad de MMP-2 fue mayor en el MI que 
en el MC y, en ambos medios, superior a la de MMP-9, cuya actividad fue ligeramente 
inferior en el MI respecto al MC (Fig. 56 B)  
 
4.3.4. Expresión de proteínas de adhesión 
La expresión de las proteínas de adhesión E-cad y β-cat fue evaluada en CSZ P y 
10ªG tras la incubación de las mismas con MC y MI. Dicho análisis se efectuó mediante 
IF (Fig. 57). No se observaron diferencias en el patrón de expresión ni en la señal de 
fluorescencia de ninguna de estas proteínas entre las células cultivadas con DMEM 0,5 % 
FBS, MC o MI. Independientemente del medio de cultivo, la población P mostró una 
expresión homogénea de ambas proteínas, mayoritariamente en membrana, mientras 
que en el caso de la 10ªG, las células poligonales presentaban una señal más intensa y 
las fibroblastoides tenían ausencia de E-cad y una señal débil de β-cat.  
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Fig. 56 Actividad de MMPs en el 
medio de cultivo condicionado de 
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Fig. 57 Expresión y localización de E-cadherina y β-catenina en CSZ con el medio condicionado de fibroblastos. El 
estudió mediante IF de E-cad (A) y β-cat (B), tras la incubación de las células con medio condicionado con fibroblastos 
control (MC) y de CBC invasivo (MI), no reveló diferencias respecto al control (DMEM). En general, la localización de ambas 
proteínas se observó en membrana y difusa en el citoplasma, siendo uniforme en las células P; mientras que las 10ªG 
presentaron una mayor expresión en las células poligonales y ausencia de expresión de E-cad (A) y menor expresión de β-
cat (B) en las fibroblastoides. 
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El CBC es el cáncer con mayor incidencia a nivel mundial. Aunque su mortalidad es 
escasa, es altamente mutilante apareciendo en zonas fotoexpuestas como la cara o las 
extremidades, y genera un alto coste sanitario. Dentro de las terapias aprobadas para su 
tratamiento, destaca la TFD, la cual, a pesar de sus ventajas y de su uso extendido, puede 
generar recidivas con una frecuencia relativamente elevada. Además, su eficacia varía 
con el tipo de CBC (Fargnoli y Peris, 2015). Por ello, es fundamental conocer los 
mecanismos implicados en la resistencia de CBCs a esta terapia. Dentro de los mismos, 
destacan aquellos relacionados con el propio tratamiento -localización y producción del 
FS-; con las características de las células tumorales -la adhesión, proliferación y expresión 
de genes implicados en el desarrollo del tumor como p53, ptch y los de la ruta Wnt/β-cat-; 
con características de CMCs; y los relacionados con el ambiente tumoral, especialmente 
los CAFs, cuya influencia sobre la respuesta a terapias es un tema de interés en cáncer. 
En particular, el papel de los CAFs en la resistencia a TFD del CBC está muy escasamente 
estudiado. 
5.1. Resistencia intrínseca a TFD en líneas de CBC murino 
No existen líneas celulares humanas establecidas que puedan ser utilizadas como 
modelo de estudio de CBC, por lo que, en este trabajo, se seleccionaron las líneas 
murinas: ASZ, BSZ y CSZ, basándose en dos características genéticas. En primer lugar, 
todas ellas carecen de copias wt del gen ptch (So et al., 2006), como ocurre en la mayoría 
de CBCs humanos, tanto espontáneos como hereditarios (Marzuka y Book, 2015). En 
segundo lugar, mientras que ASZ expresa el gen supresor de tumores p53, BSZ y CSZ, 
carecen del mismo (Aszterbaum et al., 1999). La mutación de P53 se ha descrito en el 
50 % de los CBCs humanos, y parece ser debido, sobre todo, a la luz UV (Benjamin et al., 
2008; Meyer, 2009; Stamatelli et al., 2011). A partir de estas líneas P se obtuvieron las 
correspondientes poblaciones resistentes 10ªG, y mediante cultivo de tumores inducidos 
por inoculación de las P y 10ªG en ratones inmunosuprimidos, se generaron las P T y 
10ªG T. Se confirmó que todas las poblaciones carecían también de copias wt de ptch, y 
las de BSZ y CSZ también de expresión de p53. Las poblaciones ASZ P y 10ªG mostraron 
niveles de expresión de p53 similares, pero los de 10ªG T eran mayores que los de P T. 
Estos modelos celulares nos permitirán determinar si la expresión de este gen es un factor 
importante en la respuesta a TFD. En este sentido, se ha descrito respuesta diferencial a 
TFD en función de su expresión (mayor sensibilidad cuando se sobreexpresa, por 
promover apoptosis) (Yow et al., 2007; Zawacka-Pankau et al., 2008; Acedo y Zawacka-
Pankau, 2015) o del estado mutacional del gen (Barberi-Heyob et al., 2004). Sin embargo, 
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otros autores no han encontrado relación entre su expresión y la respuesta a TFD 
(Postiglione et al., 2016).  
Además, cada una de las líneas proviene de un CBC generado mediante un 
carcinógeno diferente: ASZ por irradiación UV, considerado el factor externo más común 
en el desarrollo del CBC; BSZ por rayos gamma (Gottlöber et al., 1999; Li y Athar, 2016); 
y CSZ proviene de un CBC espontáneo, considerado el tipo más común de CBC 
(Mijušković, 2013; Reichrath y Rass, 2014). Estos tres modelos, por lo tanto, también 
permitirán comprobar si el origen del CBC determina la respuesta a TFD. 
 
En primer lugar, tras la generación de las células de CBC murino 10ªG siguiendo 
protocolos descritos por otros autores (Milla et al., 2011) y la constatación de su mayor 
resistencia a TFD respecto a sus P (fold-change con 1,35 J/cm2: ASZ 8,44; BSZ 5,16; 
CSZ 1,53), se procedió a determinar las características diferenciales que pudieran estar 
relacionados con la mala respuesta. Las revisiones realizadas por Casas et al. (2011) y 
Zamarrón et al. (2015) recogen los estudios previos llevados a cabo por otros autores 
sobre mecanismos implicados en resistencia a TFD. 
A nivel morfológico, las poblaciones 10ªG de ASZ y BSZ mostraron una morfología 
más fibroblastoide que sus P, y en CSZ 10ªG se observaron dos poblaciones, una similar 
a la P y otra fibroblastoide que se disponía rodeando a la poligonal. Los cambios hacia 
morfologías fibroblastoides, también han sido observados por Casas et al. (2006) en 
células LM3 de adenocarcinoma mamario murino resistentes a TFD-ALA y Milla et al. 
(2011) en células SCC-13 de CE a TFD-MAL, pudiendo indicar mayor agresividad tal y 
como dichos autores indican. 
En relación a la distribución de las células en el ciclo celular, no se encontraron 
diferencias entre las células P y 10ªG de ninguna línea, lo que concuerda con trabajos 
previos realizados con células SCC-13 (Milla et al., 2011). Por su parte, tanto el tamaño 
como la complejidad (medida del forward scatter y side scatter de citometría de flujo, 
respectivamente) disminuyeron en las células CSZ 10ªG respecto a las P, así como el 
tamaño en ASZ y BSZ 10ªG. Sin embargo, otros autores han descrito un incremento de 
tamaño en las células RIF-1 de fibrosarcoma murino resistentes a TFD-Photofrin II (RIF-
8A) (Luna y Gomer, 1991; Sharkey et al., 1993) y en las resistentes de LM3 (Casas et al., 
2006). Además, se ha observado que las células de cáncer de pulmón más vulnerables a 
la TFD con un derivado de la benzoporfirina, eran aquellas de menor tamaño (Richter et 
al., 1987). El aumento del tamaño también se ha observado en células de cáncer de 
pulmón de células pequeñas resistentes a agentes quimioterapéuticos como el cisplatino 
y el oxiplatino (Stordal et al., 2006; McDermott et al., 2014). Esta falta de concordancia 
entre nuestros resultados y los descritos por otros autores, podrían estar relacionados con 
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el tipo celular, siendo, en el caso del CBC, las células de mayor tamaño las más sensibles 
a TFD. 
Los estudios de la proliferación, mostraron que ASZ (p53+) era la línea con mayor 
eficiencia de plaqueo, dando lugar a un mayor número de colonias, pero de menor 
tamaño; mientras que las colonias de BSZ y CSZ (p53-) eran de mayor diámetro, lo que 
indica mayor proliferación. Estos resultados pondrían de relieve el papel de p53 en 
favorecer la adhesión a sustrato y en el control de la proliferación (Araki et al., 2015; 
Kruiswijk et al., 2015). La comparación en cuanto al número total de colonias entre las P 
y 10ªG reveló que no existían diferencias para ninguna línea. En cuanto al tamaño, ASZ 
no mostró diferencias entre P y 10ªG; mientras que BSZ y CSZ P formaron un mayor 
número de colonias de mayor tamaño que sus 10ªG, lo que indica una mayor capacidad 
proliferativa. El recubrimiento de las placas con Matrigel®: estimuló la capacidad 
proliferativa de ASZ P y 10ªG, encontrándose colonias de mayor tamaño; disminuyó el 
número de colonias BSZ 10ªG, respecto a su P y no ocasionó diferencias en CSZ. La 
disminución en la eficiencia de plaqueo de las células resistentes fue también observada 
por Luna y Gomer (1991) en células RIF-8A, y por Casas et al. (2008a) en LM3. La menor 
capacidad de proliferación de las células resistentes podría deberse a una mayor 
presencia de CMCs en los cultivos, cuya tasa de proliferación es baja, lo que les conferiría 
resistencia a terapias (Colak y Medema, 2014). Asimismo, podría deberse a un mayor 
tiempo de latencia de las células 10ªG, como describieron Casas et al. (2006) en las 
resistentes LM3, que conlleva a un retraso en su proliferación. 
De los resultados obtenidos se puede concluir que las poblaciones 10ªG de CBC 
murino disminuyen su tamaño, pero, en general, no varían su ciclo celular ni su 
complejidad. La expresión de p53 favorece la adhesión a sustrato y controla la 
proliferación celular: ASZ forma más colonias pero más pequeñas que BSZ y CSZ. 
Además, BSZ y CSZ 10ªG son menos proliferativas que sus P, por tener más CMCs o 
mayor latencia (BSZ). El Matrigel® aumenta la proliferación de ASZ P y 10ªG y disminuye 
la eficiencia de plaqueo de BSZ 10ªG respecto a P. 
Uno de los factores a tener en cuenta en la eficacia de la TFD es la localización 
subcelular del FS, debido a que la vida media (40 ns) y el radio de acción (20 nm) del 
1O2, principal ROS generada tras la TFD, son limitados. Por ello, las estructuras celulares 
cercanas al FS conforman las dianas primarias e incluyen: mitocondrias, membrana 
plasmática y núcleo (Dougherty et al., 1998; Ji et al., 2006; van Straten et al., 2017). Los 
resultados obtenidos indican que, tras la incubación con MAL, la PpIX se localizaba en la 
membrana plasmática de todas las células y, además, en el núcleo de ASZ y BSZ P. Los 
estudios de Rosenkranz et al. (2000) apoyan una mayor sensibilidad a TFD, en el caso 
de localización nuclear del FS. Resultados previos no describen cambios en la 
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localización de la PpIX entre las parentales y resistentes de las células RIF-1 -con ALA o 
Photofrin®- (Wilson et al., 1997), ni de las SCC-13, encontrándose la PpIX en la 
membrana plasmática (Milla et al., 2011). Por su parte, la acumulación del FS por las 
células es otro factor a tener en cuenta en la respuesta a TFD, ya que son muchos los 
estudios que relacionan dicho parámetro con una mayor eficacia de la terapia (Agostinis 
et al., 2011; Casas et al., 2011; Dabrowski y Arnaut, 2015). En este sentido, en ASZ y 
BSZ no parece ser un factor fundamental, ya que no se han encontrado diferencias 
significativas entre sus P y 10ªG, lo que concuerda con los resultados obtenidos en células 
SCC-13 (Milla et al., 2011). Sin embargo, en CSZ, la producción de PpIX sí podría ser un 
factor de resistencia a TFD, ya que en 10ªG fue significativamente menor que en P y la 
señal de fluorescencia era menos intensa en la población fibroblastoide que en la 
poligonal, lo que podría conferirles una mayor resistencia. Apoyando estos resultados, se 
ha descrito que queratinocitos primarios de ratón tratados con ALA acumulaban más PpIX, 
que células tumorales Pam212 proliferativas e indiferenciadas (Ortel et al., 1998). Este 
hecho podría explicar las diferencias observadas entre las poblaciones de CSZ 10ªG, 
siendo la fibroblastoide la menos diferenciada. Por tanto, la mayor sensibilidad a TFD de 
las P estaría favorecida, en ASZ y BSZ por la localización nuclear de la PpIX y en CSZ 
por su mayor producción.  
Los resultados de este trabajo indican que las poblaciones P y 10ªG de todas las 
líneas de CBC presentaban capacidad de generación de tumores en modelos murinos, 
tras su inoculación con Matrigel® que genera un ambiente adecuado para ello. Además, 
los tumores formados a partir de las 10ªG eran mayores que los originados a partir de las 
P, lo que podría apuntar hacia una mayor población de CMCs en las resistentes (Colak y 
Medema, 2014). Cabe destacar el mayor tiempo de latencia de las BSZ, que podría 
deberse a la menor adhesión de las BSZ 10ªG en Matrigel®, observada en los estudios 
de clonogenicidad. En general, los tumores originados a partir de las células P de todas 
las líneas, mostraron un patrón mixto con células fusiformes y de tipo osteosarcoma. Las 
ASZ 10ªG generaron el mismo tipo de tumores que las P; las BSZ 10ªG formaron tumores 
con células fusiformes o tipo hemangiopericitomatoso (vascularizadas) y las CSZ 10ªG 
tumores mixtos con los tres tipos de morfología -fusiforme, osteosarcoma y 
hemangiopericitomatoso-. Todos los tumores mostraron invasión del músculo y del tejido 
adiposo no encontrándose diferencias entre los P y los 10ªG. Es de resaltar la formación 
de osteoide en los tumores generados a partir de BSZ P, CSZ P y CSZ 10ªG; los mismos 
presentan similitudes histológicas a un subtipo de CBC humano denominado 
carcinosarcoma de células basales. Estos tumores, muy raros en pacientes (sólo se han 
descrito 47 casos), poseen un componente de CBC y un componente sarcomatoso 
indiferenciado, en su mayoría, osteosarcoma; su capacidad de metástasis es equivalente 
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a la de los CBCs convencionales (Zbacnik et al., 2015). Resultados similares a los de este 
trabajo, fueron obtenidos con células SCC-13, siendo mayores los tumores generados a 
partir de las células resistentes (Gilaberte et al., 2014).  
 Asimismo, cómo se ha mencionado anteriormente, las CMCs podrían ser las 
responsables de algunas de las características observadas en las 10ªG relacionadas con 
resistencia: menor proliferación, escapando así a terapias dirigidas a células con una alta 
tasa de proliferación; menor acumulación de PpIX en CSZ 10ªG por estar en un estado 
más indiferenciado; y generación de tumores de mayor tamaño (Agathocleous y Harris, 
2013; Colak y Medema, 2014; Abbaszadegan et al., 2017). Para confirmar la presencia 
de CMCs en los cultivos, se evaluó la expresión de los siguientes marcadores: Abcg2, 
Aldh1, Sox2, Nanog y Oct4.  
El transportador Abcg2 se ha relacionado con resistencia a TFD por expulsar la 
PpIX de la célula (Robey et al., 2005; Kim et al., 2015b) y, además, su sobreexpresión es 
considerada marcador de CMCs (Ding et al., 2010). En este estudio, a nivel de ARNm, la 
expresión de Abcg2 en ASZ P era mayor que en P T, y en 10ªG T mayor que en P T; en 
las resistentes de BSZ y CSZ era menor que en sus P y P T. Por tanto, aunque no hemos 
valorado su actividad, Abcg2 no parece estar relacionado con la resistencia a TFD en 
CBC. Estos resultados confirmarían la dependencia del tipo celular para este mecanismo 
descrita por Barron et al. (2013), quienes demostraron que la inhibición de ABCG2 
incrementaba la eficacia de la TFD en la línea celular humana de queratinocitos HaCaT, 
de adenocarcinoma de esófago OE19 y de carcinoma de vejiga HT1197, pero no en la de 
neuroblastoma SH-SY5Y; y Palasuberniam et al. (2015) en distintas líneas de cáncer de 
mama. En cuanto a su papel como marcador de CMCs, estos datos indicarían que en 
CBC, como ocurre en otros tumores, dichas células no expresan o expresan bajos niveles 
de ABCG2 (Westover y Li, 2015). Además, estos resultados concuerdan con los descritos 
por Wee et al. (2016), que no encontraron relación entre la expresión de ABCG2, la 
formación de tumores y la resistencia a irradiación en células de glioma. 
La activación transcripcional de Aldh1, se ha asociado con resistencia adquirida a 
drogas, entre otros motivos, por su actividad antioxidante (Tomita et al., 2016). En este 
trabajo, se estudió la expresión de una de las variantes más comunes, la Aldh1a1 
mediante RT-PCR, cuya expresión era baja en todas las líneas y disminuía en las 10ªG y 
10ªG T respecto a sus P y P T. Cabe indicar que la correlación entre su expresión y 
fenotipos más agresivos o con peores pronósticos clínicos, depende del tejido y de la 
técnica empleada (Tomita et al., 2016). En este sentido, en CBC, Ishida y Okabe (2013) 
y Erfani et al. (2016) observaron una baja expresión de la proteína en aproximadamente 
el 80 % de los casos evaluados, sin relación con la agresividad. 
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Finalmente, se analizaron otros 3 marcadores de CMCs, Sox2, Nanog y Oct4, 
todos ellos son factores de transcripción implicados en la regulación del desarrollo 
embrionario y la reprogramación celular. Su sobreexpresión, en general, se ha 
relacionado con tumorogenicidad, metástasis y resistencia a terapias, por reducir el 
estado de diferenciación de los tumores (Hadjimichael et al., 2015; Abbaszadegan et al., 
2017). En tumores epiteliales: Nanog se ha asociado a la sobreexpresión de reguladores 
de la TEM y a la progresión de papilomas a CEs (Palla et al., 2015; Jeter et al., 2015); la 
expresión de Oct4 ha sido descrita en las células iniciadoras de diferentes tipos de 
tumores en un modelo murino p53-/- (similar al de BSZ y CSZ) que presentaban 
capacidades de CM aumentadas (Darini et al., 2012; Zeineddine et al., 2014); y Sox2 
aumenta la invasión, el volumen tumoral y la autorenovación de las CMCs en CE y 
melanoma (Weina y Utikal, 2014). Para ejercer su función, estos tres factores, necesitan 
cooperar (Kashyap et al., 2009).  
En relación a la expresión de estos marcadores, Yu y Yu (2014) describieron el 
bloqueo de las propiedades de las CMCs (autorenovación, motilidad y quimioresistencia) 
en CE de cabeza y cuello tras TFD-ALA. Además, indicaron una reducción en la expresión 
de Oct4, Nanog, Abcg2 y Aldh1. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la 
disminución de la expresión de Abcg2 y Aldh1 en las poblaciones resistentes de las tres 
líneas celulares -exceptuando Abcg2 en ASZ-. Sin embargo, se han observado distintos 
patrones de expresión en Oct4, Sox2 y Nanog. Respecto a Oct4, tiende a aumentar su 
expresión en las poblaciones resistentes de las tres líneas. En cuanto a los otros dos 
marcadores, en la línea ASZ, se observó un aumento de expresión de Sox2 en 10ªG y 
10ªG T. En este sentido, estudios con la línea ASZ, han descrito que la activación de Sox2 
promueve iniciación y proliferación tumoral (Eberl et al., 2012). Por su parte, la expresión 
de Nanog disminuía en ASZ 10ªG y 10ªG T. Estas observaciones correlacionan con los 
estudios de Araki et al. (2015), quienes describieron la represión de Nanog por p53; por 
lo que la mayor expresión de p53 en ASZ 10ªG T respecto a P T podría estar reprimiendo 
la expresión de este marcador. Por otra parte, en BSZ 10ªG y 10ªG T, se observó una 
disminución de la expresión de Sox2 respecto a P y P T. La disminución en la expresión 
de Sox2 ha sido asociada a supervivencia celular y metástasis en CE oral (Villodre et al., 
2016). Por último, en CSZ 10ªG y 10ªG T aumentó la expresión de los tres marcadores, 
observándose, mediante IF, mayor expresión de Oct4 y Sox2 en las células 
fibroblastoides, apuntando, de nuevo, a un fenotipo más indiferenciado. 
En resumen, Aldh1 y Abcg2 están reprimidas en las poblaciones resistentes, 
posiblemente por la TFD. Sin embargo, todas las resistentes mostraron mayor expresión 
de Oct4 y, al menos, de otro de los marcadores, Sox2 o Nanog. Dado que estos necesitan 
colaborar para mantener la pluripotencia, los datos deben ser analizados en conjunto, y 
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éstos indicarían un aumento de células con características de CMCs en todas las 
poblaciones resistentes.  
Se ha observado que las CMCs presentan un fenotipo de células que han sufrido 
TEM. Se desconoce el mecanismo que vincula ambos fenotipos (CMCs y TEM), pero se 
sabe que hay diversas rutas comunes, como la de Wnt/β-cat (Li y Li, 2015; Wang et al., 
2015). Otros autores han descrito la inducción de TEM por la co-expresión de Oct4 y 
Nanog (observada en este estudio en BSZ y CSZ 10ªG y 10ªG T) en adenocarcinoma de 
pulmón (Chiou et al., 2010), y la inducción de Oct4 por la sobreexpresión de β-cat en 
células de CE de cabeza y cuello (Lee et al., 2014). Asimismo, Malanchi et al. (2008) 
aislaron una población de CMCs en CE, cuya localización de β-cat era preferentemente 
nuclear. Dada la relación de las CMCs con estos mecanismos, se valoraron proteínas 
implicadas en TEM y de la ruta Wnt/β-cat. 
El proceso de TEM conlleva un cambio morfológico de epitelial/poligonal a 
fibroblastoide/ahusada, cambios fenotípicos -pérdida de adhesión célula-célula mediada 
por E-cad- e incremento de la expresión de marcadores mesenquimales como vimentina 
o N-cad; y se ve promovida, entre otros factores, por la activación de la ruta Wnt/β-cat 
(Hanahan y Weinberg, 2011; Nakamura y Tokura, 2011; Li y Li, 2015).  
Como se ha señalado anteriormente, a nivel morfológico, la población 10ªG de 
ASZ y BSZ, mostró un ligero alargamiento; y en CSZ 10ªG se observó una población 
poligonal y una fibroblastoide. En las ASZ y CSZ 10ªG T se apreciaron los mismos 
cambios morfológicos respecto a P T, que en la línea celular. Sin embargo, las  BSZ 10ªG 
T mostraron un cambio llamativo de morfología, presentando células espinosas 
(dendríticas). Como ya se ha señalado, estos cambios, indicarían una mayor agresividad. 
Dados los cambios morfológicos observados, se valoró si estos estaban 
relacionados con la expresión de marcadores mesenquimales. Respecto a vimentina, 
hay evidencias que indican que la relación entre su expresión y la resistencia a terapias 
depende del tipo de tumor: en células de cáncer de ovario la resistencia a cisplatino se ha 
relacionado con una menor expresión de vimentina (Huo et al., 2016), mientras que en 
células de carcinoma nasofaríngeo, se ha asociado con su aumento (Zhang et al., 2014b). 
En este trabajo, no se apreciaron diferencias en su expresión entre las distintas 
poblaciones, por lo que no se pudo relacionar con la resistencia a TFD del CBC. Por su 
parte, la expresión de N-cad, solo se vio incrementada en las poblaciones resistentes de 
ASZ y en BSZ 10ªG T respecto a P T. Sin embargo, disminuía en BSZ 10ªG respecto a 
P. En CSZ no se observaron cambios significativos. Se ha descrito, una expresión 
aberrante de N-cad en fenotipos más fibroblastoides, invasivos, con mayor motilidad y con 
metástasis (Derycke y Bracke 2004; Di Domenico et al., 2011; Li et al., 2016a), 
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correlacionando, con las morfologías observadas en algunas de las poblaciones 
resistentes (ASZ 10ªG y 10ªG T y BSZ 10ªG T).  
El indicador mejor estudiado de la TEM es la pérdida o disminución de expresión de 
E-cad. Este hecho fue observado en todas las poblaciones resistentes, a nivel de ARNm 
y de proteína, exceptuando en la línea ASZ. En estas células ni P ni 10ªG mostraron 
expresión de E-cad, pero sí se apreció en la membrana y el citoplasma de las P T, lo que 
indicaría un cambio de fenotipo en ASZ P en el modelo in vivo. En CSZ 10ªG y 10ªG T 
sólo se apreció señal en las células poligonales, pero no en las fibroblastoides. En CBC, 
a nivel de tejido, la menor expresión de E-cad se ha relacionado con subtipos más 
agresivos (Pizarro, 1994; Papanikolaou et al., 2010; Tucci et al., 2013). De hecho, la 
pérdida de E-cad confiere una mayor capacidad de invasión, y puede deberse a 
mutaciones o a la expresión incrementada de cadherinas no epiteliales, entre otros (van 
Roy y Berx, 2008). La falta de aumento de N-cad en BSZ 10ªG y CSZ 10ªG y 10ªG T, 
correlaciona con el estudio de Hashimoto et al. (2012), que relaciona la progresión del CE 
con la disminución de E-cad, pero no con la expresión de N-cad. 
Como se ha indicado, la TEM es promovida por activación de la ruta Wnt/β-cat, por 
lo que, se estudió la expresión de dos elementos de la vía: β-cat total y su forma activa, 
la cual se ha visto asociada a una mayor proliferación en tejido de CBC; y la quinasa 
Gsk3β (Saldanha et al., 2004; Saito-Diaz et al., 2013; Lamouille et al., 2014). La β-cat 
total se localizaba en todas las líneas a nivel de membrana y difusa en el citoplasma. En 
ASZ, no se encontraron cambios entre sus distintas poblaciones; excepto en ASZ P T, en 
la que se expresó, además, en el núcleo, y fue la única en la que se detectó la forma 
activa de la proteína, lo que indicaría una mayor adhesión de P T. En BSZ y CSZ 10ªG y 
10ªG T disminuyó la β-cat total. En BSZ 10ªG T tanto la total como la activa se localizaban, 
además, en el núcleo. En CSZ, se apreció una menor expresión de β-cat en las células 
fibroblastoides; y la forma activa se observó en la membrana de P y P T y en el núcleo de 
10ªG. Estos datos confirman la disminución de la adhesión en las poblaciones resistentes 
de BSZ y CSZ, y de ASZ a nivel de tumor. Las observaciones no coindicen con los 
descritos en la línea resistente de SCC-13, ya que no se observaron diferencias en el 
patrón de expresión de E-cad y β-cat (Milla et al., 2011). No obstante, Casas et al. (2008 
a y b), en células resistentes LM3, describieron la desregulación de los complejos E-cad/β-
cat, pero no una disminución en su expresión. 
En cuanto a la quinasa Gsk3β, se ha descrito que se encuentra disminuida en 
aquellas células que tienen la ruta constitutivamente activada, como ocurre en la mayoría 
de tumores sólidos (McCubrey et al., 2014; Domoto et al., 2016). Los resultados de este 
trabajo revelaron un aumento de expresión en las poblaciones resistentes de ASZ; 
mientras que ésta disminuía en las de BSZ y CSZ. Su localización fue difusa en el 
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citoplasma, con excepción de BSZ 10ªG, que fue nuclear. La localización nuclear de 
Gsk3β, se ha correlacionado con: apoptosis (Meares y Jope, 2007), senescencia 
replicativa (Zmijewski y Jope, 2004) y con la fase S del ciclo celular (Diehl et al., 1998). 
Además, asociada a la pérdida de β-cat en membrana se relaciona con un mal pronóstico 
en cáncer de colon (Salim et al., 2013). En CSZ 10ªG, las células fibroblastoides 
mostraron menor expresión que las poligonales. El papel de esta proteína en los procesos 
de resistencia no está bien definido. Así, se ha asociado el aumento de Gsk3β con 
resistencia a gemcitabina y radiación en células de cáncer de páncreas (Kitano et al., 
2013); mientras que, su inhibición se ha relacionado con el aumento de la resistencia a 
cisplatino en células de adenocarcinoma de pulmón (Gao et al., 2013) y con autofagia, 
favoreciendo la supervivencia, en células de cáncer de páncreas (Marchand et al., 2015).  
Los resultados descritos en este apartado, junto con las evidencias que relacionan 
la ausencia de p53 con un aumento en la expresión de β-cat y de otros componentes de 
la ruta Wnt/β-cat que favorecen la TEM y el mantenimiento de propiedades de CM (Sadot 
et al., 2001; Cagatay y Ozturk, 2002; Levina et al., 2004; Prowald et al., 2007; Araki et al., 
2015), permiten hipotetizar dos mecanismos de resistencia del CBC a TFD-MAL, 
dependientes de la expresión de p53. En ambos casos se presenta en las poblaciones 
resistentes un cambio de morfología hacia fenotipos fusiformes y un aumento de la 
población de CMCs (Anexo 2). 
- En presencia de p53: (ASZ). La expresión de p53 aumenta en 10ªG T respecto a P T, la 
cual favorece la menor expresión de β-cat, y aumenta la de Gsk3β, reprimiéndose la ruta 
Wnt/β-cat especialmente en las líneas resistentes. La adhesión de esta línea celular es 
baja. El proceso de TEM, en esta situación, iría asociada a un aumento de la expresión 
de N-cad en las líneas resistentes.  
- En ausencia de p53: (BSZ y CSZ). En las poblaciones resistentes que carecen de p53, 
la expresión de Gsk3β disminuye y la de β-cat nuclear parece más evidente, lo que indica 
mayor actividad de la ruta Wnt/β-cat. El proceso de TEM en este caso, va asociado a una 
disminución de la adhesión (E-cad y β-cat en membrana); pero sin mayor expresión de 
proteínas mesenquimales, excepto en BSZ 10ªG T, en la que se observa un aumento 
significativo de N-cad respecto a P T.  
5.2. Evaluación de fibroblastos aislados de distintos tipos de CBC 
Una vez confirmado, mediante observación histológica, el tipo de CBC de cada 
biopsia de paciente (superficial, nodular e invasivo), se valoró la expresión de diversos 
marcadores de carcinogénesis en tejido. A pesar de que el tamaño muestral es limitado, 
se apreciaron diferencias de expresión de todos los marcadores estudiados entre las 
muestras control y los CBCs. No se encontraron diferencias relevantes entre los distintos 
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tipos de CBCs, en el caso de EGFR y PDPN, que se expresaron en todos los CBCs sin 
diferencias entre los subtipos de tumor, correlacionando con estudios previos publicados 
por otros autores, que no encontraron diferencias en la expresión de EGFR entre los tipos 
de CBC (Yerebakan et al., 2003; Janisson-Dargaud et al., 2008), ni en la de PDPN entre 
piel control y CBCs (Wojciechowska-Zdrojowy et al. 2016). 
Sin embargo, la expresión de P53 parecía disminuir con la agresividad, 
observándose en CBCs superficiales y nodulares y solamente en uno de los CBCs 
invasivos (SL11), correlacionando con los estudios de Mercut et al. (2014), que indican 
que su expresión disminuye en los subtipos de CBC más agresivos. Asimismo se observó 
una aparente disminución de expresión de SOX2 con la agresividad, correlacionando con 
estudios que indican que su pérdida está relacionada con un fenotipo invasivo y la 
resistencia a terapias en CE de cabeza y cuello (Bayo et al., 2015), en cáncer de mama 
(Wu et al., 2013) y gástrico (Chen et al., 2016). En cuanto a la proteína α-SMA sólo es 
considerada marcador de agresividad cuando es expresada en el estroma de CBCs, y 
ésta ha sido observada en los tipos más agresivos (Adegboyega et al. 2010; Mercut et al., 
2014), lo que apoya los resultados de este estudio, en el que se observó en el estroma 
sólo de forma parcial en un superficial y en todos los nodulares e invasivos -excepto en 
un invasivo (SL12)-. 
 
En diversos tipos de cáncer, se ha demostrado la importancia de los CAFs en el 
proceso tumoral y su papel en la resistencia a terapias. Su caracterización es compleja, 
ya que su expresión de marcadores es heterogénea, debido a un origen diverso; por lo 
que deben considerarse varios de los mismos (Shiga et al., 2015; Kalluri, 2016). Se realizó, 
por tanto, la evaluación de diversos marcadores de CAFs en los fibroblastos aislados a 
partir de CBCs (Anexo 3). Se debe tener en cuenta que, en comparación con los 
fibroblastos normales, los CAFs de CBC disminuyen la expresión de dichos marcadores 
in vitro (Lacina et al., 2007). 
En este estudio, la Vinculina se localizó en los contactos focales y, además, difusa 
en el citoplasma de los fibroblastos de CBC; mostrando en los nodulares una localización 
más definida en los contactos focales. En los fibroblastos de CBC la expresión era menor 
que en los controles, y menor en invasivos que en superficiales. Estas observaciones 
concuerdan con las de otros autores que asocian una menor expresión de Vinculina o un 
menor número de contactos focales, con una mayor migración y proliferación celular 
(Rodríguez-Fernández et al., 1992 a y b; Hellevik et al., 2012; Goldmann et al., 2013; 
Goldmann, 2016). 
La Vimentina, en contra de lo esperado, mostró una mayor expresión en los 
fibroblastos control que en los fibroblastos de CBCs nodulares e invasivos. Otros autores 
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no han observado diferencias en su expresión entre fibroblastos normales y CAFs de CE 
de lengua (Liu et al., 2006; Zhou et al., 2014) ni de cáncer colorectal (Schellerer et al., 
2014).  
La expresión de FAP-1 se considera marcador de mal pronóstico en cánceres 
epiteliales (Teichgräber et al., 2015), observándose en el estroma de todos los CBCs 
infiltrativos estudiados por Abbas et al. (2010). En este estudio, a nivel de ARNm no se 
apreciaron diferencias significativas entre los fibroblastos de los distintos tipos de CBC; 
sin embargo, a nivel de proteína, los CAFs de CBC presentaban menor expresión que los 
controles, siendo menor en nodulares que en invasivos. Estos resultados correlacionan 
con la elevada expresión de FAP-1 en fibroblastos sanos in vitro, simulando un estado de 
herida que no cierra (Zi et al., 2015) y con las observaciones de Kilvaer et al. (2015), que 
indicaron que su expresión en CAFs es un marcador de buen pronóstico en cáncer de 
pulmón tipo CE. Kilvaer et al. (2015), además, demostraron que FAP-1 y α-SMA marcan 
poblaciones diferentes de CAFs. 
Es conocido que Endoglina se expresa en la membrana celular en etapas 
tempranas del proceso tumoral con un papel anticancerígeno y que desaparece de la 
misma en etapas más avanzadas (Pérez-Gómez et al., 2007 y 2010; Quintanilla et al., 
2015) debido a la regulación de su transcripción o al corte proteolítico de la proteína por 
la MMP-14 (Liu et al., 2014; del Castillo et al., 2015). En este trabajo, los fibroblastos 
control presentaban mayor expresión que los fibroblastos de CBCs, y ésta era mayor en 
los de superficiales que en los de nodulares; lo que podría indicar que los nodulares serían 
los más agresivos de los fibroblastos de CBC. 
Los resultados obtenidos de α-SMA indican que su expresión era variable entre las 
distintas muestras, independientemente del tipo de CBC. Este marcador sólo caracteriza 
a la subpoblación de CAFs con fenotipo de miofibroblastos, lo que explica que en 
ocasiones, su expresión en fibroblastos sanos, sea equivalente a la de los CAFs (Berdiel-
Acer et al., 2014; Öhlund et al., 2014), e indicaría que sólo algunos de los fibroblastos de 
CBC tendrían dichas características. En CAFs de CE, se ha descrito se sobreexpresión 
(Liu et al., 2006); mientras que en CBC, Lacina et al. (2007) sólo observaron algunos 
CAFs positivos para α-SMA en pases bajos y ninguno en pases altos.  
La proteína S100A4 está relacionada con metástasis y se considera un inductor de 
TEM (Bresnick et al., 2015). En este estudio no se han observado diferencias entre 
fibroblastos sanos y de CBC a nivel de ARNm. Esto coincide con los resultados de Boye 
y Maelandsmo (2010), quienes describieron su expresión en fibroblastos sanos, y Li et al. 
(2009) en la epidermis circundante de CBCs, indicando su disminución con la 
malignización. Por tanto, aunque S100A4 parece ser importante para la metástasis en 
otros tipos de cáncer, no lo sería en CBC. No obstante, en este estudio, aunque no se ha 
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observado relación entre su nivel de expresión y el tipo de CBC, sí se han observado 
diferencias en su localización que podrían tener relación con la invasividad: en fibroblastos 
control y de CBC superficial a modo de red tipo RE y, en los de CBCs nodulares e 
invasivos, también formaba fibras o estaba difusa en el citoplasma. Esta localización en 
fibras o difusa, fue también observada por Jaiswal y Nylandsted (2015) y relacionada con 
el papel de S100A4 en el mantenimiento del potencial invasor. Asimismo, la distribución 
en fibras y reticulada ha sido observada en la línea HVSMC de musculo liso (Mandinova 
et al., 1998), lo que podría indicar un fenotipo similar a miofibroblasto. 
El incremento de expresión de GAL-1 se ha correlacionado con numerosos 
procesos de progresión tumoral, incluida la TEM (Chong et al., 2016; Cousin y Cloninger, 
2016). En este estudio, no se observaron diferencias a nivel de ARNm; sin embargo, a 
nivel de proteína, se ha observado una menor expresión en fibroblastos de CBC nodular 
e invasivo respecto a controles y superficiales; por lo que su menor expresión se relaciona 
con tipos más agresivos. 
Las MMPs están asociadas a la remodelación de la MEC y, en particular, con la 
invasión tumoral (Taguchi et al., 2014; Shay et al., 2015). Los resultados obtenidos en 
este estudio mostraron expresión variable de MMP-1 y de MMP-9, a nivel de ARNm, entre 
los distintos fibroblastos procedentes de CBC pero, al menos en la mitad de las muestras, 
su expresión era mayor a la de los controles. Los estudios realizados sobre expresión de 
MMPs en CBCs revelan, en general, una mayor expresión de ambas en el estroma 
tumoral respecto a la piel control (Zlatarova et al., 2012). Sin embargo, respecto a MMP-
9 existen resultados variables. Mientras que los estudios de Poswar et al. (2013) indicaron 
que su expresión en el estroma no se correlaciona con el tipo de CBC, los de Lupu et al. 
(2016) sólo la detectaron en los fibroblastos de CBC invasivo. Asimismo, se ha descrito 
en pacientes con síndrome de Gorlin-Goltz (PTCH+/-), que los fibroblastos de áreas sin 
tumor eran similares a los CAFs de CBC, sobreexpresando MMP-1, entre otros factores 
(Lupu et al., 2016).  
 
La reprogramación metabólica también ocurre en los CAFs, que adquieren un 
metabolismo más glicolítico, lo que activa la producción de ROS, promoviendo la TEM y 
la adquisición de propiedades de CM (Li y Li, 2015). Los resultados de este trabajo 
indicaron que la producción de ROS era variable en los CAFs de CBC, pero, en general, 
en los de superficial y nodular era mayor que en los fibroblastos control e invasivos.  
Dada la producción de ROS observada en los CAFs, se procedió a continuación a 
realizar la evaluación de la expresión de un panel de genes relacionados con estrés 
oxidativo. Otros autores han descrito sobreexpresión de genes citoprotectores y 
detoxificantes tras la exposición a estrés oxidativo (Traverso et al., 2013), y que coindicen 
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con los de los fibroblastos de CBCs estudiados: FTH1 (en nodulares e invasivos), GCLM 
(en nodulares e invasivos) y HO-1 (en todos los CAFs). Sin embargo, se ha descrito la 
sobreexpresión de otros genes que en nuestro caso estaban subexpresados o no 
alterados de forma significativa: GCLC (subexpresada en todos los CAFs), GSR (no 
alterada) y NQ01 (no alterada). De todos los genes alterados en los CAFs de este estudio, 
se seleccionaron HO-1, UCP2 y GSS con el fin de confirmar los resultados anteriores. 
La HO-1 previene el daño al ADN en células sanas, pero su sobreexpresión 
favorece la progresión del cáncer, y cuando es inducida por terapias como la TFD, protege 
a las células de la apoptosis, favoreciendo su resistencia (Nowis et al., 2006; Raval et al., 
2012; Dunn et al., 2014; Chau, 2015). Estos estudios apoyarían los resultados de este 
trabajo en cuanto que todos los CAFs presentaron mayor expresión de HO-1 a nivel de 
ARNm, aunque a nivel de proteína, los datos no son tan concluyentes. Cabe destacar la 
elevada expresión de HO-1, superior a la del resto de fibroblastos, de una de las muestras 
de invasivos (SL15).  
La sobreexpresión de UCP2 se ha asociado con crecimiento tumoral, metástasis y 
quimioresistencia, pudiendo favorecer la supervivencia disminuyendo la generación de 
ROS (Mori et al., 2008; Robbins y Zhao, 2011). La UCP2 es regulada por ROS: cuando 
los niveles de ROS mitocondriales son tolerables por la célula, UCP2 se conjuga con GSH, 
y se inactiva; pero con mayores niveles de ROS, UCP2 se separa de GSH, y desacopla 
la fosforilación oxidativa mitocondrial de la producción de ATP (Mailloux et al., 2011). El 
análisis mediante array y RT-PCR muestra que UCP2 está subexpresada en los 
fibroblastos de todos los tipos de CBC. Sin embargo, a nivel de proteína, los de CBC 
superficial y nodular expresaron mayores niveles de UCP2 que controles e invasivos, lo 
que correlaciona con los mayores niveles de ROS observados en superficiales y 
nodulares.  
Por último, se analizó la expresión de genes relacionados con el metabolismo del 
GSH, el cual es un fotoprotector en células de la piel sintetizado por la acción de GCL, la 
cual tiene dos subunidades (GCLC y GCLM), y GSS (Godic et al., 2014). El estudio 
mediante array reveló subexpresión de GCLC en todos los CAFs y sobreexpresión de 
GCLM y de GSS en nodulares e invasivos, lo que apuntaría a una síntesis alterada de 
GSH. Sin embargo, a nivel de proteína, GSS se encontraba menos expresada en 
nodulares respecto a controles y superficiales. En general, un mayor nivel de GSH, de 
actividad de GCL y de transcripción del gen GCLC ha sido asociado con resistencia, 
mientras que no está claro en el caso de la GCLM (Lu, 2009; Traverso et al., 2013). Sin 
embargo, en cáncer de pulmón de células no pequeñas una menor expresión de GCLC 
ha sido relacionada con la resistencia a erlotinib (Li et al., 2016b), apoyando nuestros 
resultados. En cuanto a GSS, se ha observado su sobreexpresión en cáncer de colon 
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(Kim et al., 2015a) y de hígado (Huang et al., 2001). Sin embargo, en glioblastomas no se 
ha observado alteración ni de GSS, ni de GCLM (Panosyan et al., 2017). En tumores 
cutáneos murinos GCLC, GCLM y GSS estaban sobreexpresados respecto a la piel sana 
y la síntesis de GSH estaba aumentada (Rolfs et al., 2015).  
 
Las diferencias observadas en la expresión de los diversos marcadores estudiados 
a nivel de ARNm y de proteína podrían tener su explicación en la traducción alterada de 
mensajeros debida a diversas situaciones como el estrés oxidativo, tal y como se ha 
descrito en numerosos estudios (Holcik y Sonenberg, 2005; Spriggs et al., 2010; Ruggero, 
2013). 
5.3. Respuesta a TFD de la línea CSZ en co-cultivo indirecto 
En este último apartado, se valoró la potencial implicación de los CAFs en la 
respuesta de células tumorales de CBC a TFD. Se emplearon las células CSZ, 
seleccionadas de acuerdo a la expresión de los marcadores estudiados que reflejaban 
una mayor resistencia de su 10ªG; y medio de cultivo condicionado con los fibroblastos 
control SL01 (MC) y con los del CBC invasivo SL15 (MI) (Tabla 10) para la realización de 
los correspondientes co-cultivos. A nivel de supervivencia celular en ambas poblaciones, 
el MC parecía inducir una mayor resistencia a TFD; sin embargo, el MI disminuyó la 
proliferación de las células P, pero no ocasionó un efecto significativo sobre la respuesta 
a TFD. El papel inhibitorio de los fibroblastos sobre la proliferación se ha observado en la 
mayoría de fibroblastos sanos y en CAFs de algunos tipos de cáncer, como de mama 
(Flaberg et al., 2011; Augsten, 2014) y de pulmón de células pequeñas (Takahashi et al., 
2015). Los estudios sobre el papel de los fibroblastos sobre la efectividad de la TFD en 
células neoplásicas son escasos. Glidden et al. (2012) observaron una mayor resistencia 
a TFD cuando células de adenocarcinoma ductal de páncreas eran co-cultivadas con 
fibroblastos normales durante 7 días en modelo 3D, mientras que Celli (2012) no observó 
efecto de los fibroblastos normales sobre la efectividad de la TFD en células de cáncer de 
páncreas. Asimismo, Chen et al. (2015) no apreciaron diferencias significativas 
empleando medio de cultivo condicionado de CAFs en cultivo 2D y 3D.  
A continuación, se estudiaron diversos aspectos relacionados con los medios de 
cultivo condicionados que podrían estar involucrados en la respuesta a TFD.  
En primer lugar, está ampliamente descrito que la presencia de FBS/proteína 
provoca una mayor expulsión de PpIX al medio extracelular por parte de Abcg2, lo que 
induce resistencia a TFD (Ogino et al., 2011; Yamamoto et al., 2013). Por tanto, la mayor 
concentración de proteína observada en el MC respecto al Control (DMEM), podría 
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favorecer la salida de PpIX, dependiente de Abcg2 (subexpresada en 10ªG) favoreciendo 
su resistencia a TFD. En MI, no se encontraron diferencias significativas. 
Por su parte, los resultados de la actividad de MMP-2 y MMP-9, indicaron que la 
actividad total de ambas era mayor en el MI que en el MC, predominando la MMP-2 en 
ambos medios, mientras que MMP-9 mostró niveles algo menores en el MI. La falta de 
efecto del MI sobre la TFD, a pesar de la mayor actividad de MMPs observada, podría 
deberse a una disminución de su expresión en co-cultivo respecto al cultivo individual, 
como describieron Chen et al. (2006) para MMP-2 en co-cultivo indirecto de CAFs de CBC. 
O podría deberse a que la TFD haya inducido su subexpresión, como se ha descrito para: 
MMP-9 con Hipericina (cáncer nasofaríngeo) y Foscan (CE oral), y MMP-2 con Hexvix 
(meduloblastoma) y Foscan (CE oral), entre otros (Sharwani et al., 2006; Bhuvaneswari 
et al., 2009; Milla et al., 2013; Zhang et al., 2014a). En CBC, la TFD-MAL podría estar 
inhibiendo las MMPs. 
Por último, no se observaron diferencias en los patrones de expresión de las 
proteínas de adhesión E-cad y β-cat ni en P ni en 10ªG tras su incubación con MC y MI; 
a diferencia de los estudios de Xu et al. (2014), en los que fibroblastos sanos inducían 
pérdida de E-cad en células de cáncer gástrico; y de Zhou et al. (2014), que observaron 
TEM en células de CE en co-cultivo con CAFs, y no con fibroblastos sanos. 
5.4. Limitaciones del estudio  
A pesar de la relevancia de las conclusiones obtenidas de este estudio, se deben 
tener en cuenta ciertas limitaciones del mismo.  
En primer lugar, la ausencia de líneas celulares establecidas de CBC humano y la 
dificultad en la obtención y mantenimiento de queratinocitos humanos en cultivo impiden 
desarrollar el análisis de los mecanismos de resistencia del CBC a TFD en células 
humanas.  
En segundo lugar, el empleo de una muestra mayor de biopsias humanas en el 
segundo bloque de experimentos habría permitido obtener una mayor potencia estadística.  
En tercer lugar, los fibroblastos control empleados en el estudio de los CAFs de 
CBC no pertenecen a los mismos pacientes de los que provienen las biopsias de tumores, 
por los inconvenientes derivados del trabajo con pacientes. Este hecho dificulta las 
comparaciones genéticas. 
 
 
 
 
 
 
 
  
Conclusiones
 
117 Conclusiones      
De los resultados obtenidos en el presente trabajo, se extraen las siguientes 
conclusiones:  
1. La expresión diferencial de p53 de las líneas celulares de CBC murino ASZ, BSZ y 
CSZ se relaciona con su capacidad proliferativa y la eficiencia de plaqueo, siendo 
ASZ, la línea que expresa el gen, la que presentó menor capacidad proliferativa y 
mayor eficiencia de plaqueo.  
2. La población de ASZ resistente a TFD-MAL no muestra cambios a nivel proliferativo 
respecto a su parental, por lo que no se considera un factor implicado en su 
resistencia. Sin embargo, las poblaciones resistentes de BSZ y CSZ disminuyen su 
capacidad proliferativa, lo que favorece su resistencia.  
3. La resistencia del CBC a TFD-MAL depende de la localización y producción del 
fotosensibilizador PpIX: en las líneas ASZ y BSZ, la mayor sensibilidad a TFD de las 
parentales se ve favorecida por la localización nuclear de la PpIX; mientras que en 
CSZ, las parentales producen una mayor acumulación de PpIX respecto a su 
población resistente.  
4. Los poblaciones resistentes de las líneas de CBC murino estudiadas presentan una 
mayor capacidad tumorigénica que sus parentales, generando tumores de mayor 
tamaño en el modelo in vivo. 
5. Las cultivos de células resistentes de las líneas de CBC murino presentan una 
población mayor de CMCs que sus parentales, expresando niveles superiores de Oct4 
y de Sox2 o Nanog. Las proteínas Aldh1 y la Abcg2 parecen estar inhibidas por la 
TFD-MAL. 
6. La expresión de p53 condiciona las características adquiridas por las poblaciones 
resistentes. En presencia de p53, presentan inhibición de la ruta Wnt/β-cat por Gsk3β 
y mayor expresión de N-cad. En ausencia de p53, la ruta Wnt/β-cat se encuentra 
activada por disminución de Gsk3β y muestran una menor adhesión por subexpresión 
de E-cad y β-cat en membrana. Todas las poblaciones resistentes adquieren 
morfologías más fibroblastoides y disminuyen su tamaño. 
7. Los fibroblastos aislados a partir de CBCs humanos presentan ciertas características 
de CAFs que los diferencian de los fibroblastos control. Muestran una menor expresión 
de Endoglina y Vinculina, y, en general, mayor expresión de α-SMA, MMP-1 y MMP-
9. La localización de S100A4 difusa o en fibras se asocia a una mayor agresividad 
(CAFs de CBC nodular e invasivo). 
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8. Los CAFs procedentes de los distintos tipos de CBC presentan alterada la expresión 
de numerosos genes relacionados con estrés oxidativo, especialmente de HO-1, 
UCP2 y diversos genes de la síntesis de GSH. 
9. El medio de cultivo condicionado con fibroblastos control promueve resistencia a TFD 
en CSZ P y 10ªG. El medio condicionado con fibroblastos procedentes de un CBC 
invasivo inhibe la proliferación de las células CSZ P, pero no afecta a la resistencia a 
TFD ni en P ni en 10ªG. 
10. De acuerdo a lo anteriormente expuesto, la resistencia a TFD-MAL en CBC se 
relaciona con la localización/producción de PpIX, la mayor presencia de CMCs, la 
activación/represión  de  la  ruta  Wnt/β-cat  y  la  adquisición  de  propiedades  TEM -
dependientes de p53-. Los CAFs no parecen condicionar la respuesta negativa a TFD 
en CBCs. 
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Grupo Muestra 
Marcadores de carcinogénesis 
P53 EGFR Sox2 PDPN α-SMA 
Control 
Capa basal 
epidermis 
Epidermis, 
señal más 
intensa en la 
capa basal 
Capa basal 
de la 
epidermis 
Capa basal de la 
epidermis y vasos 
linfáticos 
Capa basal de 
la epidermis y 
vasos 
Superficial 
SL07 
Células de la 
capa basal de 
la epidermis 
Lesión 
neoplásica, 
señal más 
intensa en la 
zona basal 
Alguna 
célula del 
tumor 
Capa basal de la 
epidermis y vasos 
linfáticos 
Zonas del 
estroma y vasos 
SL08 
Alguna célula 
del tumor 
Vasos linfáticos Tumor y vasos 
SL09 
Células de la 
epidermis 
Capa basal de la 
epidermis y vasos 
linfáticos 
Vasos 
Nodular 
SL04 
En algunas 
células de la 
masa tumoral Tumor 
Periferia de 
los nódulos 
del tumor 
Capa basal de la 
epidermis y vasos 
linfáticos 
Tumor, vasos y 
estroma 
SL06 
No 
expresión 
Estroma y vasos 
SL14 Tumor 
Tumor y vasos 
linfáticos 
Tumor, vasos y 
estroma 
Invasivo 
SL10 No expresión 
Tumor 
No 
expresión 
No expresión 
Tumor, vasos y 
estroma 
SL11 
Zonas del 
tumor 
Algunas 
células de la 
epidermis 
Vasos linfáticos 
SL12 
No expresión 
No 
expresión 
Tumor 
SL15 
Capa basal de la 
epidermis y vasos 
linfáticos 
Tumor, vasos y 
estroma 
Anexo 1 Expresión de marcadores relacionados con carcinogénesis en diferentes tipos de CBC. Se resumen los 
resultados obtenidos de las IHQs de los CBCs a partir de los cuales fueron aislados los fibroblastos empleados en el 
estudio. 
CMCs 
p53+ 
p53- 
E-cad y β-cat membrana 
 
β-cat nuclear 
N-cad 
Gsk3β 
Gsk3β 
P 
 
10ªG 
 
TFD 
 
Anexo 2 Modelos de resistencia del CBC a TFD dependientes de la expresión de p53. Se resumen los dos modelos 
propuestos de resistencia del CBC a TFD. Las células resistentes a TFD que expresan p53 (ASZ) sufren un ligero 
alargamiento y aumentan su expresión de N-cadherina y Gsk3β. Las células resistentes que no expresan p53 (BSZ y 
CSZ) sufren un alargamiento más pronunciado de su morfología y disminuyen la expresión de proteínas de adhesión 
(E-cad y β-cat en membrana), mientras que disminuyen la de Gsk3β y aumentan la β-cat nuclear, indicando un aumento 
de la actividad de la ruta Wnt/β-cat. Ambos modelos van asociados a un aumento de marcadores de CMCs. 
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CAFs de CBC 
Superficial 
CAFs de CBC 
Nodular 
CAFs de CBC 
Invasivo 
Fibroblastos Control 
-Vinculina 
- Endoglina 
- FAP-1 
+ HO-1 
+ UCP2 
- Vinculina 
- Endoglina 
- Vimentina 
- FAP-1 
- GAL-1 
- GSS 
- HO-1 
+ UCP2 
- Vinculina 
- Endoglina 
- Vimentina 
- FAP-1 
- GAL-1 
Anexo 3 Expresión de genes en fibroblastos aislados a partir de distintos tipos de CBC. Se resumen las 
diferencias de expresión de diversos genes en fibroblastos asociados a CBC (superficial, nodular e invasivo) respecto 
a los fibroblastos control. Se indica con un signo - la disminución en la expresión respecto al control y con un signo + el 
aumento. 
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